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1      E i n l e i t u n g 
 
 
1.1 Die Kälteschock-Proteine und das humane Y-box Protein-1 (YB-1) 
 
Das Y-box Protein-1 (YB-1) zählt zur evolutionär hoch konservierten Familie der 
Kälteschock- (cold shock) Proteine. Gemeinsam ist allen diesen Proteinen eine 
zentral lokalisierte DNA-Bindungsdomäne, die als cold shock-Domäne (CSD) 
bezeichnet wird. Sie umfasst ungefähr 80 Aminosäuren und weist in ihrer 
Nukleotidsequenz eine Homologie von über 70% zwischen dem major cold 
shock-Protein CS7.4 in E.coli und den Kälteschockproteinen in Vertebraten auf. 
Auf Aminosäureebene zeigt die CSD eine Homologie von 44% zwischen 
Bakterien und Vertebraten (Tafuri et al., 1990; Wistow, 1990; Goldstein et al., 
1990; Schnuchel et al., 1993; Schindelin et al., 1993).  
Die Kälteschock-Proteine tragen ihren Namen aufgrund von Beobachtungen an 
exponenziell wachsenden Bakterien, bei denen ein Temperaturabfall von 37°C 
auf 10°C nicht nur zu einer Reduktion der Transkription und Translation, sondern 
auch zu einer gesteigerten Expression des  cold shock Proteins CS7.4 führt. Zwei 
Stunden nach dem Herunterkühlen wird CS7.4 so stark exprimiert, dass es 10% 
der Gesamtproteinmenge ausmacht (La Teana et al., 1991). Nach einer vier- bis 
fünfstündigen Phase verlangsamten Wachstums und reduzierter Proteinsynthese 
triggert CS7.4 eine Wiederherstellung des ursprünglichen Wachstums durch 
trans-Aktivierung von etwa 10 bis 15 Genen (Jones et al., 1987a und 1987b).   
In eukaryoten Organismen konnten anhand von Sequenzhomologien weitere 
Mitglieder der Kälteschock-Proteine identifiziert werden.  Beim Menschen zählen 
neben dem Y-box Protein-1 (YB-1), auch als DNA binding protein-B (dbpB) 
bezeichnet, die DNA-bindenden Proteine A (dbpA) und C (dbpC, Contrin), das 
nuclease sensitive element protein-1 (NSEP-1) und das insgesamt fünf CSD 
umfassende UNR Protein zu dieser Proteinfamilie.   
Weitere  Kälteschockproteine  in  anderen  Spezies sind: frog Y-box Protein-1 und  
-2 (FRGY-1/2, Frosch), YB-3 (Frosch), enhancer factor 1A (EF1A, Ratte), murine 
Y-box Protein-1 (MUSY-1, Maus) und chicken Y-box Protein (CHK YB-1, Huhn) 
(Wolffe, 1994; Grant und Deeley, 1993; Horwitz et al., 1994; Kandala und 
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Guntaka, 1994; Ozer et al., 1993a; Ozer et al., 1990; Tafuri et al., 1990; 
Triqueneaux, 1999; Wistow et al., 1990; La Teana et al., 1991). 
Anhand von Kernspin-Resonanz-Spektroskopie und Röntgen-Strukturanalyse 
konnte gezeigt werden, dass die cold shock-Domäne aus fünf antiparallelen β-
Faltblattsträngen zusammen gesetzt ist, die einen antiparallelen β-barrel und 
einen dreisträngigen β-Strang formen (Schnuchel et al, 1993; Kloks et al, 2002), 
innerhalb derer zwei RNA-Bindungsmotive liegen, die als RNP-1 (Landsman, 
1992) und RNP-2 (Graumann und Marahiel, 1996) bezeichnet werden.  
 
1.1.1 Strukturdomänen von YB-1 
Das humane Y-box Protein-1 ist durch drei Domänen gekennzeichnet: 
1. Der unter den Kälteschockproteinen variable N-Terminus ist bei YB-1 reich an 
Alanin und Prolin. Er fungiert als trans-Aktivierungsdomäne bei der 
Transkription. Für ihn konnte ferner eine direkte Interaktion mit Aktinfilamenten 
des Zytoskeletts nachgewiesen werden, über die die zytoplasmatische 
Lokalisation von YB-1 kontrolliert wird (Ruzanov und Evdokimova, 1999).  
2. Die in der Evolution hochgradig konservierte Bindungsdomäne (cold shock-
Domäne, CSD) stellt das zentrale Strukturmotiv dar und vermittelt die DNA-
Bindung des Proteins. 
3. Der hydrophile C-Terminus enthält alternierend basische und saure 
Proteinanteile, die jeweils 30 Aminosäuren umfassen. Er vermittelt unter 
anderem die konzentrationsabhängige Homomultimerisierung des Proteins, 
weswegen er auch als charge zipper-Domäne bezeichnet wird (Izumi et al., 
2001). Obwohl der C-terminale Proteinabschnitt nur eine schwache 
Nukleotidbindungsfähigkeit besitzt (Ladomery und Sommerville, 1994), konnte 
in Deletionsstudien gezeigt werden, dass er zusammen mit der cold shock-
Domäne auch an der spezifischen Interaktion mit Einzel- und Doppelstrang-
DNA sowie RNA beteiligt ist (Tafuri et al., 1992; Kolluri et al., 1992). Außerdem 
ist die charge zipper-Domäne für die Interaktion mit anderen Proteinen 
verantwortlich (Ozer et al., 1990; Tafuri und Wolffe, 1992). Sie besitzt 
zahlreiche Phosphorylierungsstellen für die Kaseinkinase II. In vivo konnte eine 
starke Phosphorylierung von YB-1 gezeigt werden, die zwar keinen Einfluss 
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auf die Nukleinsäure-Bindungsfähigkeit hat, jedoch die Interaktion mit anderen 
Proteinen beeinflusst (Skabkin et al., 2001).  
 
 
 
 
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung der YB-1-Strukturdomänen 
YB-1 weist eine cold shock-Domäne (CSD) mit zwei RNA-Erkennungsmotiven auf. 
Flankiert wird diese im N-Terminus von einer Alanin- und Prolin-reichen Region und im 
C-Terminus von einer als charge zipper bezeichneten Domäne, innerhalb derer basische 
(---) mit sauren (+++) Proteinanteilen alternieren. 
 
 
1.1.2 YB-1 als DNA- und RNA-bindendes Protein 
YB-1 wurde erstmals als ein die Y-box im Promotorbereich des MHC II-Gens 
(major histocompatibility complex II - Gen) bindendes Protein entdeckt, das die 
Transkription reprimiert (Didier et al., 1988). Die Y-box, auc als inverte CCAAT-
Sequenz bezeichnet, wurde lange Zeit als minimales Bindungsmotiv für YB-1 
angenommen (Tafuri und Wolffe, 1990). In späteren Studien konnte hingegen ein 
sehr komplexes Bindungsverhalten von YB-1 an DNA ermittelt werden. Die 
CCAAT-Box stellt ein präferenzielles, aber kein hinreichendes oder minimales 
Bindungsmotiv für YB-1 dar. Offenbar spielen die benachbarten Nukleotid- 
sequenzen eine entscheidende Rolle für die Bindungsaffinität.  
 
3’-TAACC-5’ 
│││││ 
5’-ATTGG-3’ 
 
Abbildung 2: Inverte CCAAT-Box 
 
Es konnte gezeigt werden, dass die DNA-Sekundärstruktur das 
Bindungsverhalten von YB-1 beeinflusst. Berechnungen der Tertiärstruktur des 
bakteriellen CspB-Bindungsmotivs durch Schindelin et al. (1994) ergaben eine 
stem loop-Struktur der DNA. Bei dieser DNA-Struktur bilden die Basen des 
gleichen Stranges Wasserstoffbrückenbindungen (stems) aus, die dazwischen 
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liegende Sequenz formiert sich zu einer verbindenden Schleife (loop). Für YB-1 
konnte gezeigt werden, dass es solche einzelsträngigen DNA-Stränge induzieren 
und stabilisieren kann (MacDonald et al., 1995; Norman et al., 2001; Schindelin 
et al., 1994). Durch YB-1 kann also eine Veränderung der DNA-Sekundärstruktur 
herbeigeführt werden.  
YB-1  vermag zellspezifisch Gene zu trans-aktivieren oder zu reprimieren, wie es 
z.B. für das GM-CSF- (granulocyte-macrophage colony stimulating factor) Gen 
(Coles et al., 1996; Diamond et al., 2001) und das MMP-2-Gen  (Mertens et al., 
1998) gezeigt wurde. 
Zielgene von YB-1 werden vor allem im Rahmen von gesteigerter Zellproliferation 
sowie Entzündungs- und Stressreaktionen hochreguliert. In der nachfolgenden 
Tabelle sind die von YB-1 regulierten Gene zusammengefasst: 
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Zielgen           Regulation Referenz   
 
Zytokine, Chemokine und Rezeptoren  
PDGF-B     ⇑  (Stenina et al., 2000)      
VEGF      ⇓  (Coles et al., 2002) 
RANTES        ⇑  (Mertens et al., unpubliziert) 
Tyrosin-Phosphatase 1B (PTP1B)  ⇓⇑  (Fukada and Tons, 2003) 
muriner Wachtumsfaktor-Rezeptor  ⇓   (Yan und Tamm, 1991) 
GM-CSF     ⇑   (Coles et al., 1996;  
        Diamond et al., 2001)  
Thyrotropinrezeptor    ⇓   (Ohmori et al., 1996) 
 
Matrixproteine und Matrix-degradierende Proteine 
Gelatinase A (MMP-2)   ⇓⇑     (Mertens et al., 1997) 
Kollagen Typ I(α1)    ⇓    (Norman et al., 2001) 
Kollagen Typ I(α2)    ⇓    (Higashi et al., 2003) 
Prokollagen Typ α1    ⇑  (Dhalla et al., 1998) 
 
Antigenpräsentation 
HLA-Klasse I     ⇓     (Didier et al., 1988)   
  
Proliferation, Apoptose 
DNA-Polymerase-α    ⇑       (En-Nia et al., 2006) 
c-myc      ⇓  (Chernukhin et al., 2000) 
p53      ⇑  (Okamoto et al., 2000) 
Fas (CD95/Apo-1)    ⇓  (Lasham et al., 2000) 
 
Transportproteine, Detoxifikation 
mdr-1      ⇑     (Bargou et al., 1997) 
mdr-2      ⇓  (Geier et al., 2003) 
mrp1      ⇑  (Stein et al., 2001) 
mrp2      ⇓      (Kauffmann et al., 2001) 
grp78      ⇓  (Li et al., 1997) 
 
Strukturproteine und andere Proteine 
Myosin light-chain 2v     ⇑  (Zou et al., 1997) 
Hühner α-Globin    ⇓  (Knezetic und Felsenfeld, 1993) 
 
Virale Promotoren 
RSV      ⇑  (Swamynathan et al., 1997) 
HTLV-1     ⇑  (Kashanchi et al., 1994) 
HIV      ⇑  (Ansari et al., 1999)      
JC Polyomavirus    ⇑  (Safak et al., 1999a) 
 
 
 
Tabelle 1: Zielgene von YB-1 
Symbole: ⇑ = Aktivierung des Zielgens; ⇓ = Repression des Zielgens; ⇑ ⇓ = zelltypabhängige 
Aktivierung oder Repression des Zielgens 
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Neben der Bindung von YB-1 an doppelsträngige DNA im Promotorbereich von 
Genen konnte gezeigt werden, dass YB-1 auch einzelsträngige (Izumi et al., 
2001) und Cisplatin-modifizierte DNA (Ise et al., 1999) bindet. Für die cold shock-
Proteine ist ferner eine sequenz-spezifische sowie -unspezifische  Bindung an 
RNA beschrieben. Es wird zwischen einer schwachen und unspezifischen RNA-
Bindung über die Multimerisierungsdomäne und einer sequenzspezifischen RNA-
Bindung über die cold-shock Domäne unterschieden (Ladomery und 
Sommerville, 1994). Für die Xenopus Kälteschockproteine FRGY-1 und -2 
definierten Bouvet et al. (1995) die Nukleotidbindungssequenz AACAUG mittels 
einer SELEX (systematic evolution of ligands by exponential enrichment)-
Analyse. 
Zudem ist YB-1 Hauptbestandteil der zytoplasmatischen Ribonukleoprotein-
Komplexe (Evdokimova et al., 1995), in denen die mRNA bis zum Zeitpunkt der 
Translation gespeichert wird. Die Protein-RNA-Komplexe stellen einen wichtigen 
Regulationsmechanismus für die mRNA-Translation dar. In niedrigen 
Konzentrationen destabilisiert YB-1 die Sekundärstruktur der RNA, ähnlich der 
Funktion des bakteriellen Kälteschockproteins CspA (Jiang et al., 1997). Durch 
die destabilisierte Sekundärstruktur wird die mRNA für die 60S-Unterheit der 
Ribosomen leichter zugänglich (Matsumoto and Wolffe, 1998), so dass YB-1 in 
niedrigen Konzentrationen die RNA-Translation stimuliert (Evdokimova et al., 
1998). Im Gegensatz hierzu wird bei einer hohen zytosolischen YB-1-
Konzentration die Translation durch Maskierung der mRNA gehemmt (Davydova 
et al., 1997; Evdokimova et al., 1998; Jiang et al., 1997). 
Neben der Regulation der Translation vermag YB-1 einen Einfluss auf die mRNA-
Stabilität auszuüben. Chen et al. (2000) zeigten, dass YB-1 und Nukleolin über 
die Bindung an ein Sequenzmotiv in der 5’-untranslatierten Region (5’-UTR) der 
Interleukin-2-mRNA diese stabilisieren. Die mRNA des Granulozyten-
Makrophagen-Kolonien stimulierenden Faktors (GM-CSF) wird über eine Bindung 
von YB-1 an ein A/U-reiches Element innerhalb der 3’-UTR der GM-CSF-mRNA 
in aktivierten eosinophilen Granulozyten in vivo stabilisiert (Capowski et al., 
2001).  
Evdokimova et al. (2001) wiesen schließlich einen Effekt von YB-1 auf die mRNA-
Stabilität über eine sequenz-unspezifische Bindung an die Cap-Struktur am 5’- 
mRNA Ende nach. Dieser Effekt ist abhängig von einer korrekten 5’-Cap-
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Ausbildung, d.h., eine verkürzte mRNA wird nicht translatiert und beschleunigt 
degradiert, ohne dass es zur Expression von Deletionsproteinen kommt. 
Neben der Bindung von YB-1 an mRNA weisen neuere Ergebnisse auf eine im 
Nukleus stattfindende Interaktion zwischen YB-1 und prä-mRNA mit 
nachfolgender Änderung des Spleißmusters hin (Stickeler et al., 2001).  
Chansky et al. (2001) wiesen eine Interaktion von YB-1 mit dem translocation 
liposarcoma protein TLS nach, über das die RNA-Polymerase II rekrutiert und das 
prä-mRNA-Spleißen beeinflusst wird. 
Zusammenfassend ergeben sich Funktionen von YB-1 bei der 
Transkriptionsregulation, der RNA-Prozessierung und -Speicherung bis hin zur 
Aktivierung bzw. Reprimierung der Translation.  
 
1.1.3 Subzelluläre Lokalisation von YB-1 
Die subzelluläre Lokalisation von YB-1 unterscheidet sich bei Tumorzellen und 
proliferierenden Zellen in vitro gegenüber nicht-transformierten Zellen in vivo. In 
sämtlichen untersuchten proliferierenden Zellen in vitro ist YB-1 zytoplasmatisch 
zu finden.  
Eine vornehmlich zytoplasmatische Lokalisation von YB-1 in Tumorzellen in vivo 
wurde durch verschiedene Autoren beschrieben (Bargou et al., 1997; Gu et al., 
2001; Janz et al., 2002; Kamura et al., 1999; Oda et al., 1998; Shibahara et al., 
2001; Shibao et al., 1999; Stein et al., 2001). Eine nukleäre Lokalisation in 
Tumorzellgewebe wies in verschiedenen Studien auf eine schlechte Prognose 
und Metastasierung hin. Koike et al. (1997) stellten die Hypothese auf, dass YB-1 
mit einem Ankerprotein im Zytoplasma interagiert, welches YB-1 erst nach 
Phosphorylierung durch die Protein-Kinase C aus seiner Bindung freigibt. 
Mehrere nukleäre Translokationssignale innerhalb des C-Terminus von YB-1 
könnten die nukleäre Translokalisation z.B. im Rahmen von Stresssituationen 
vermitteln (Tafuri and Wolffe, 1990; Tafuri and Wolffe, 1992; Wolffe, 1994; Wolffe 
et al., 1992). Bisher sind innerhalb der Proteinstruktur von YB-1 keine nukleären 
Konsensus-Exportsignale beschrieben.  
Eine nukleäre Translokalisation von YB-1 in zellulären Stressreaktionen wie UV-
Bestrahlung (Bargou et al., 1997; Koike et al., 1997) oder Hyperthermie (Stein et 
al., 2001) ist beschrieben. Neuerdings wurde YB-1 im zeitlichen Verlauf 
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entzündlicher glomerulärer Erkrankungen im Zellkern von Endothelzellen, 
Epithelzellen und mesenchymalen Zellen gefunden (van Royen et al., 2005).  
Zusammenfassend weisen die Beobachtungen auf eine Interaktion von YB-1 mit 
DNA und mRNA in verschiedenen zellulären Kompartimenten hin. Hierbei zeigten 
Stenina et al. (2000; 2001), wie eng die Lokalisation von YB-1 mit der mRNA- und 
DNA-Bindung sowie der Funktion verbunden ist. Das im Zytoplasma von 
Endothelzellen an mRNA gebundene YB-1 wird durch Stimulation der Zellen mit 
Thrombin gespalten und in den Zellkern transloziert, woraufhin dieses über 
Bindung an den PDGF-B-Gen-Promotor die Genexpression im Kern induziert. 
 
1.1.4 Interaktionspartner von YB-1  
In Ausübung der zum Teil gegensätzlichen Funktionen interagiert YB-1 mit einer 
Vielzahl von nukleären und zytoplasmatischen Proteinen. Insbesondere die 
Interaktion mit zellulären und viralen Transkriptionsfaktoren moduliert die 
Genregulation auf unterschiedlichen Wegen.  Die nachfolgende Tabelle gibt eine 
Übersicht über die bisher gefundenen Interaktionspartner von YB-1: 
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Protein Funktionelle Bedeutung der Interaktion (Referenz) 
 
Transkription 
 
T-Antigen des humanen Polyomavirus JC Synergistische trans-Aktivierung des späten viralen
 JC-Promotors. Erleichterung der Repression des 
 frühen viralen JC-Promotors. (Safak et al., 1999a; Safak 
 et al., 1999b) 
 
Pur alpha  Repression der DNA-Bindungsaffinität von Pur alpha in 
der Phase der frühen Genaktivierung des viralen JC-
 Promotors. (Chen et al., 1995) 
 
Virales Agnoprotein des späten JC-Promotors Repression des eigentlich aktivierenden Effekts des 
viralen Agnoproteins durch die Interaktion mit YB-1. 
 (Safak et al., 2002) 
 
NF-κB/rel-Protein RelA (p65) Einfluss auf die basale und die p65-vermittelte 
Transaktivierung des späten viralen JC-Promotors mit 
einem synergistischen Effekt auf die Transkription. (Raj et 
al., 1996) 
 
Tumor-Suppressorgen p53 Interaktion zwischen p53 und YB-1 über drei 
unterschiedliche Domänen von YB-1. p53 benötigt YB-1 
zur Aktivierung des p21-Gens. Komplexbildung zwischen 
YB-1, activating protein-2 (AP2) und p53 im Bereich des 
Gelatinase A-Promotors, der in neoplastischen Zellen zu 
einer Aktivitätssteigerung führt. (Okamoto et al., 2000; 
Mertens et al., 2002) 
 
Transkriptionsfaktor AP2 Synergistische Aktivierung der Transkription des MMP-2-
Gens. (Mertens et al., 1998) 
 
Multivalentes Zinkfingerprotein CTCF Steigerung der  reprimierenden Wirkung von CTCF auf 
den c-myc-Onkogen-Promotor. (Chernukhin et al., 2000) 
 
TAR, Tat Tat-induzierte Aktivierung des HIV-1 Promotors und  
Vermittlung einer TAR-Tat-Komplexbildung. (Ansari et al., 
1999) 
 
Zona occludens Protein-1 (ZO-1) Repression des c-erb-Promotors. Sobald es zur Adhäsion 
von ZO-1 exprimierenden Zellen kommt, wird YB-1 an die 
ZO-1-Moleküle rekrutiert und der inhibitorische Effekt auf 
die c-erb-Expression wird aufgehoben. (Balda und Matter, 
2000) 
 
Smad3 Antagonisierung der TGF-β-induzierten Aktivierung der 
Kollagensynthese. (Higashi et al., 2003) 
 
Translation/Spleißen 
 
Ribonukleoprotein K (hnRNP K) Einfluss auf RNA-Export und zytoplasmatische RNA-
 Verarbeitung. (Shnyreva et al., 2000) 
 
 
Nukleolin Stabilisierung der mRNA von Interleukin-2. 
  (Chen et al, 2000) 
 
Iron-regulatory protein-2 (IRP-2) Aufhebung der inhibierenden Wirkung von IRP-2 auf die 
Translation der Ferritin mRNA. (Ashizuka et al., 2000) 
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Ewing’s sarcoma protein (EWS) Maligne Transformation durch Rekrutierung der RNA-
Polymerase II und Vermittlung des Spleißing-Vorgangs 
innerhalb der prä-mRNA des adenoviralen E1A-Minigens.         
(Chansky et al., 2001) 
 
Spleißfaktor SRp30c Einfluss auf das alternative Spleißen im Bereich der 
mRNA des adenoviralen E1A-Minigens. (Raffetseder et 
al., 2003) 
 
Zytoplasmatischer Transport 
 
Mikrofilamentprotein Aktin  Verbindung zwischen mRNA und seinem 
zytoplasmatischem Transport über Mikrofilamente. 
(Ruzanov et al., 1999) 
 
DNA-Reparatur 
 
Humane Endonuklease III Steigerung der Aktivität der humanen Endonuklease III, 
 durch welche die Exzision mutierter Basen initiiert wird. 
 (Marenstein et al, 2001) 
 
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) Erkennung von durch Cisplatin modifizierter DNA
 und DNA-Reparatur. (Ise et al., 1999) 
 
 
 
Tabelle 2: Interaktionspartner von YB-1 
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1.2   Die Notch-vermittelte Signaltransduktion  
 
1.2.1 Bedeutung der Notch-vermittelten Signaltransduktion 
Die Notch-Proteine, von denen in Vertebraten bisher vier verschiedene Isoformen 
(Notch-1 bis -4) beschrieben sind, bilden eine Familie transmembranärer 
Rezeptorproteine mit definierten Strukturelementen (Ellisen et al., 1991; 
Weinmaster et al., 1991; Lardelli et al., 1994; Uyttendaele et al., 1996). Der durch 
diese Rezeptoren vermittelte Signaltransduktionsweg stellt einen evolutionär hoch 
konservierten Mechanismus dar und wurde zunächst an der Fruchtfliegengattung 
Drosophila melanogaster dargestellt.  
Der Name „Notch“ geht zurück auf genetischen Studien von Thomas Hunt 
Morgan, der bereits 1917 Drosophila melanogaster-Stämme beobachtete, deren 
Flügel in ihrer äußeren Kontur nicht glatt begrenzt waren, sondern Einkerbungen 
zeigten. Er beschrieb sie deshalb als „notched wings“, gekerbte Flügel. Der 
Arbeitsgruppe von Spyros Artavanis-Tsakonas, Massachusetts, gelang es 1985 
erstmals, das Notch-Gen in der Fruchtfliege zu identifizieren. Demnach ist eine 
Haploinsuffizienz des Notch-Gens ursächlich für die von Morgan beschriebene 
Hemmungsmissbildung im Bereich der Drosophila-Flügel verantwortlich.   
 
 
Abbildung 3: Geschichtliche Herkunft des Namens „Notch“ 
Bereits 1917 beschrieb Thomas Hunt Morgan Drosophila melanogaster-Stämme, deren 
Flügel am äußeren Rand charakteristische Kerben aufwiesen, die er als „notched wings“ 
– gekerbte Flügel – bezeichnete. (Abbildung entnommen von: Radtke und Raj, 2003) 
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Der Notch-vermittelten Signaltransduktion kommt eine wichtige Rolle bei 
Prozessen der Zelldifferenzierung, -proliferation und Apoptose zu (Beatus und 
Lendahl, 1998).  
Im Rahmen der peripheren Neurogenese von Drosophila sorgt die Notch-
Rezeptoraktivierung dafür, dass unter äquivalenten pluripotenten Vorläuferzellen 
eine Zelle aufgrund eines stochastischen Prinzips ausgewählt wird, die sich in 
Richtung eines bestimmten sensorischen Organs differenziert. Durch Zell-Zell-
Kontakte beeinflusst die sich differenzierende Zelle benachbarte Zellen 
dahingehend, dass diese sich nicht in der gleichen Differenzierungslinie 
entwickeln. Bei diesem auch als „laterale Hemmung“ bezeichneten Prinzip wird 
ein inhibitorisches Signal durch Liganden-induzierte Aktivierung des Notch- 
signalings vermittelt. Hierdurch wird gewährleistet, dass Zellen während der 
Gewebsmorphogenese in verschiedenen Differenzierungsstadien erhalten 
bleiben. Neben der neuronalen Differenzierung kann die aktive Form von Notch 
auch die Muskelzelldifferenzierung unterdrücken (Artavanis-Tsakonas et al., 
1999; Kopan et al, 1994; Nye et al., 1994; Jarriault et al., 1998).  
In Notch-defizienten Drosophila-Embryonen kommt es zu einer Hyperplasie des 
Nervensystems, man spricht hier vom „neurogenen Phänotyp“. Einen ähnlichen 
Effekt beschreiben Coffman et al. in Embryonen der Gattung Xenopus (1993). Die 
aktive Form des Notch-Rezeptors führt hier zu einer Expansion beziehungsweise 
Desorganisation des Gehirns; es kommt zu einer Hypertrophie mesodermaler 
Strukturen sowie des autonomen Nervensystems.  Auch bei der Differenzierung 
retinaler Ganglienzellen aus kompetenten Vorläuferzellen in Hühner- und 
Xenopus–Embryonen kommt den Notch-Rezeptoren eine entscheidende 
Bedeutung zu (Austin et al., 1995; Dorsky et al., 1995). 
In Vertebraten konnte Notch unter anderem auf hämatopoetischen Stammzellen 
nachgewiesen werden. Hierbei spielt das signaling eine wichtige Rolle bei der 
Differenzierung von T-Zellen (Millner et al., 1994; Washburn et al., 1997; Bellavia 
et al., 2003).  
Mehrere Studien weisen darauf hin, dass die Notch-vermittelte Signaltransduktion 
auch bei Apoptose und Proliferation zum Tragen kommt. In Mäusen konnte 
gezeigt werden, dass eine Notch-Aktivierung in Thymuszellen eine Resistenz 
gegenüber Glukokortikoid-induzierter Apoptose hervorruft (Delftos et al., 1998). 
Ähnliche Apoptose-hemmende Effekte von Notch werden für 
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Erythroleukämiezellen beschrieben (Shelly et al., 1999). In den Keimzellen von 
C.elegans führt die Überstimulation des in dieser Spezies exprimierten Notch-
Homologs zu einem Proliferationsstimulus, so dass die Zellen den Zellzyklus nicht 
wiederholt durchlaufen und sich ungehemmt weiter teilen (Berry et al., 1997).  
 
1.2.2 Synthese und struktureller Aufbau der Notch-Rezeptorproteine 
Beim Menschen und bei verschiedenen Nagetiergattungen konnten bislang vier 
verschiedene Notch-Homologe identifiziert werden (Notch-1 bis -4) (Ellisen et al., 
1991; Weinmaster et al., 1991; Lardelli et al., 1994; Uyttendaele et al., 1996).  
Notch-1 und Notch-2 weisen untereinander die größte Homologie auf, während 
Notch-3 und Notch-4 strukturelle Unterschiede im Vergleich zu Notch-1 und 
Notch-2 zeigen.  
Tabelle 3 gibt einen Überblick über die bislang bekannten Isoformen der Notch-
Rezeptoren und ihrer Liganden in unterschiedlichen Spezies. 
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Drosophila C.elegans Xenopus Huhn Maus 
Rezeptor Notch Lin-12 xNotch1/ 
Xotch 
cNotch mNotch 
1/TAN-1 
  Glp-1   mNotch 2 
  
   mNotch 3 
  
   mNotch 4 
Ligand Delta Lag-2 xDelta-1 cDelta-1 Dll1 
 Serrate Apx-1 xDelta-2 cDelta-2 Dll3 
 
   cSerrate-1 mSerrate1/ 
Jagged 1 
 
   c-Serrate-2 mSerrate2/ 
Jagged 2 
Intrazell. 
Mediator 
Suppressor 
of hairless 
(Su(H)) 
Lag-1 xSu(H)  mSu(H)/RBP-
Jκ/CBF1 
 
Tabelle 3: Nomenklatur der Proteine, die beim Notch-signaling involviert sind.  
(nach Beatus und Lendahl, 1998) 
 
 
Die Notch-Proteine werden als etwa 300 kDa große Proteine synthetisiert. Im 
extrazellulären, N-terminalen Bereich finden sich zahlreiche epidermal growth 
factor-like domains (EGF-Domänen), gefolgt von einer so genannten LNR-Region 
(Lin Notch Repeats), die an der Ligandenbindung und Rezeptoraktivierung 
beteiligt ist (Rebay et al., 1991). Die EGF-Domänen bestehen jeweils aus sechs 
konservierten Cystein-Resten, die untereinander jeweils drei Disulfidbrücken 
ausbilden (Artavanis-Tsakonas et al., 1999); zwischen den einzelnen Spezies 
variiert die Zahl der EGF-Domänen zwischen 10 und 36 (Abbildung 3). Dem 
transmembranären Abschnitt folgen auf der zytoplasmatischen Seite sechs 
Ankyrin-Abschnitte, die auch als cdc10 repeats beschrieben sind (Rebay et al., 
1993; Lieber et al., 1993) sowie eine Reihe weiterer Funktionsabschnitte wie ein 
nuclear localization signal (NLS, Lieber et al., 1993), eine Transaktivierungs-
domäne und Bindungsstellen für verschiedene Proteine. C-terminal findet sich 
eine Region, die vorwiegend aus den Aminosäuren Prolin, Glutamin, Serin und 
Threonin (PEST-Domäne) besteht und zur Stabilität des Proteins beiträgt 
(Rechensteiner et al., 1988). 
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Posttranslational wird der Notch-Rezeptor durch eine Furin-ähnliche Konvertase 
prozessiert (Logeat et al., 1998). Diese transmembranäre Metalloprotease 
generiert an der so genannten S1-Spaltungsstelle eine extrazelluläre (etwa 
210kDa) und eine transmembranär-intrazelluläre Domäne (etwa 97kDa) des 
Rezeptorproteins. Diese werden erst im trans-Golgi-Netzwerk wieder zusammen 
gefügt. Daraufhin wird Notch in einer Calcium-abhängigen, nicht-kovalenten 
Bindung als heterodimeres Rezeptorprotein an der Zelloberfläche exprimiert 
(Blaumüller et al, 1997). 
Das Notch-3-Gen kodiert für ein aus 2321 Aminosäuren bestehendes Protein, 
das 34 EGF-Domänen, 3 Cystein-reiche LNR-Regionen sowie den trans- und den 
intrazellulären Rezeptorabschnitt enthält (Lardelli et al., 1994). 
 
 
 
Abbildung 3: Strukturelemente des Notch-3-Rezeptors 
Im N-terminalen Bereich des Notch-3-Rezeptorproteins liegen 34 in den Extrazellular-
raum gerichtete EGF (epidermal growth factor-like)-Domänen, gefolgt von drei so 
genannten LNR (Lin-12/Notch Repeat)-Regionen. Auf der intrazellulären Seite schließen 
sich subtransmembranär sechs Ankyrin-Elemente an. C-terminal findet sich die PEST-
Region, deren 20 Aminosäuren vorwiegend aus Prolin, Glutamin, Serin und Threonin 
bestehen.  
Der Rezeptor durchläuft eine Reihe von posttranslationalen Spaltungen, denen eine 
entscheidende Bedeutung bei der Signalweiterleitung zukommt. Die erste proteolytische 
Spaltung des Rezeptors (S1) findet konstitutiv im Golgi-Apparat durch eine Furin-
ähnliche Konvertase statt. Die Spaltungen S2 und S3 erfolgen nach Aktivierung des 
Rezeptors durch die extrazelluläre Bindung eines Liganden. Die nahe der Zellmembran 
gelegene S2-Spaltung durch eine Metalloprotease führt konsekutiv zur S3-Spaltung, die 
sich im transmembranären Proteinabschnitt vollzieht und zur Freisetzung des 
intrazellulären Rezeptorteils führt.  
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1.2.3 Liganden der Notch-Rezeptoren und Notch-Signaltransduktion 
Unter den Liganden für die Notch-Rezeptorproteine sind bislang zwei 
unterschiedliche Proteinklassen beschrieben: Serrate/Jagged und Delta 
(Weinmaster, 1997). Sie stellen, wie die Rezeptoren selbst, ebenfalls 
membranständige Proteine dar, die sich in ihrem extrazellulär gelegenen 
Abschnitt durch eine Reihe von epidermal growth factor-like (EGF)-Domänen 
auszeichnen. Zusätzlich befindet sich in ihrer N-terminalen Region eine 
modifizierte EGF-Domäne, die als Delta/Serrate/Lag-2-Domäne (DSL) bezeichnet 
wird und vermutlich bei der Interaktion mit dem Rezeptorprotein involviert ist. Sie 
wurde bisher ausschließlich bei Notch-Liganden gefunden (Muskavitch, 1994).  
Im Unterschied zu der Gruppe der Delta-Liganden besteht die Gruppe der 
Serrate-Liganden aus mehreren Cystein-reichen Regionen (CR). Die 
intrazellulären Abschnitte beider Proteinfamilien sind kurz und zeigen 
untereinander kaum strukturelle Ähnlichkeiten.  
Mittlerweile konnten auch in Wirbeltieren entsprechende Proteinhomologe 
identifiziert werden, Delta-like-1 (Dll-1, Maus, und Dl-1, Huhn; Bettenhausen et 
al., 1995; Henrique et al, 1997), Delta-like-3 (Dll-3, Maus; Dunwoodie et al., 
1997), Delta-2 (Xenopus; Jen et al., 1997) sowie die Serrate-Orthologen Jagged-
1 (Ratte und Mensch; Lindsell et al., 1995; Luo et al., 1997) und Jagged-2 (Ratte, 
Maus und Mensch; Luo et al., 1997; Shawber et al., 1996; Valsecchi, 1997).  
Qi et al. zeigten, dass die bisher beschriebenen Liganden sowohl in ihrer 
membranständigen Form als auch als lösliche Proteine die Notch-Rezeptoren 
aktivieren können (1999).  
 
Die extrazelluläre Bindung eines Liganden induziert proteolytische 
Spaltungsprozesse innerhalb des Rezeptorproteins, zunächst im extrazellulären 
Bereich durch eine ADAM-Metalloprotease (S2-Spaltungsstelle, siehe Abb. 3) 
und konsekutiv im transmembranären Abschnitt durch eine Presenilin-abhängige 
γ-Sekretase (S3-Spaltungsstelle, siehe Abb. 3; De Strooper et al., 1999). Durch 
den zuletzt genannten Spaltungsprozess kommt zu einer Abspaltung der 
intrazellulären Domäne vom übrigen Rezeptorprotein und damit zu einer 
Aktivierung des intrazellulären Signaltransduktionswegs.  
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Interessanterweise kann die Aktivierung des Notch-vermittelten signalings auch 
Liganden-unabhängig erfolgen. Mittels gentechnologischer Methoden wurden 
konstitutiv aktive Rezeptoren generiert, die nur aus dem transmembranären und 
dem intrazellulären oder nur aus dem intrazellulären Teil von Notch bestehen 
(Fortini et al., 1993; Coffman et al., 1993). Der endogene Bestand des konstitutiv 
aktiven, intrazellulären Rezeptorabschnitts ist jedoch sehr gering und keinem der 
herkömmlichen Nachweisverfahren zugänglich (Schroeter et al, 1998).  
Auch eine Behandlung Notch-tragender Zellen mit Chelatoren oder SDS führt zu 
einer Dissoziation des Heterodimers beziehungsweise zu einer strukturellen 
Veränderung der extrazellulären Domäne, wodurch auch in Abwesenheit eines 
Liganden die intrazelluläre Freisetzung des aktiven Rezeptorabschnitts erfolgt 
(Rand et al, 2000). Dies stützt die Vermutung, dass der Rezeptor durch seinen 
extrazellulären Teil vor der proteolytischen Prozessierung geschützt ist und erst 
durch die Ligandenbindung oder eine andere Konformationsänderung die 
Proteinspaltung erfolgt. 
Die freigesetzte intrazelluläre Domäne transloziert in den Zellkern und interagiert 
dort mit dem Transkriptionsfaktor RBP-Jκ als transkriptioneller Regulator (Lieber 
et al, 1993; Schroeter et al, 1998). RBP-Jκ gehört zu den so genannten CSL-
Proteinen, einer Familie DNA-bindender Proteinen, zu denen neben RBP-Jκ  
(auch als CBF-1 bezeichnet) die Proteine suppressor of the hairless [Su(H)] 
(Drosophila), und Lag-1 (C.elegans) gehören. Gemeinsam ist diesen Proteinen, 
dass sie die Transkription Notch-abhängig entweder als Aktivator oder als 
Repressor beeinflussen und somit eine Schlüsselrolle im Notch-
Signaltransduktionsweg einnehmen (Lai, 2002). 
Es wird angenommen, dass RBP-Jκ gemeinsam mit dem Histon-Deacetylase-
Komplex aus SMRT (silencing mediator of retinoid and thyroid hormone 
receptors), sin3 und HDAC-1 (histone deacetylase-1) als Repressor der 
Transkription fungiert. Die Bindung der intrazellulären Domäne des Notch-
Rezeptors an RBP-Jκ verdrängt RBP-Jκ aus diesem Komplex und lässt dieses 
zum Aktivator der primären Zielgene des Notch-Signalwegs werden (Kao et al., 
1998;  Hsieh et al., 1999).  
Erstmals sind hierunter die Enhancer of split-Gene [E(spl)] in Drosophila 
melanogaster beschrieben worden (Artavanis-Tsakonas et al., 1995; Chitnis, 
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1995b). Die Produkte dieser Gene kodieren für eine Familie basischer Faltblatt-
Helix-Faltblatt-Proteine, die ihrerseits als transkriptionelle Repressoren für 
verschiedene Schlüsselgene der Neurogenese dienen, unter anderem für die 
proneuralen Achaete-Scute-Gene (Kunisch et al., 1994; Oellers et al., 1994). In 
Vertebraten konnten Homologe der E(spl)-Gene identifiziert werden, die als hairy 
enhancer of split-Gene (HES-Gene) bezeichnet werden (Kageyama et al., 1997; 
Sasai et al., 1992). HES1 wird in hohem Ausmaß in Zellen epithelialer und 
mesodermaler Herkunft exprimiert, unter anderem in neuronalen Vorläuferzellen, 
und vermittelt seine regulatorische Wirkung über DNA-Bindung an die so 
genannte N-Box, die auch den E(spl)-Proteinen als Erkennungssequenz dient. In 
Säugern wird dadurch beispielsweise die Transkription von MyoD und Mash1 
gehemmt. Letzterem kommt eine Schlüsselrolle bei der Differenzierung des 
olfaktorischen und autonomen Nervensystems zu; das Ligand-Notch-HES1-
System stellt einen dominant-negativen Antagonismus zur Mash1-Wirkung im 
Rahmen der Entwicklung des Nervensystems dar.  
Interessanterweise unterliegt HES1 einer negativen Autoregulation, indem es 
seine eigene Expression durch Bindung an den eigenen Promotor reprimieren 
kann.       
Neben der HES-Familie konnten in neueren Studien andere primäre Effektoren 
des Notch-Signalwegs identifiziert werden. Diese als HERP (HES-related 
proteins) bezeichneten Gene zeigen eine hohe Sequenzhomologie zu den HES-
Genen, werden aber vorrangig in der Gefäßmuskulatur embryonaler Gewebe 
exprimiert (Iso et al., 2003).  
Die Effekte der Notch-Proteine auf die regulierten Zielgene sind Gegenstand der 
aktuellen Forschung. So konnte gezeigt werden, dass Notch-1 im Gegensatz zu 
Notch-3 ein starker Aktivator der HES1- und HES5-Promotoren in verschiedenen 
Zelllinien ist (Jarriault et al., 1998). Über den Effekt der aktiven Form von Notch-3 
auf den HES1-Promotor existieren widersprüchliche Ergebnisse. Während Beatus 
et al. einen Repression der Notch-1-vermittelten HES1-Aktivierung beschreiben 
(1999; 2001), beobachteten Shimizu et al. eine Transaktivierung des HES1-
Promotors durch Notch-3 etwa um den Faktor 32 (2002). Der HES5-Promotor 
wird durch Notch-1 sowie durch Notch-3, nicht aber durch Notch-2 aktiviert. Als 
mögliche Ursache für diese divergierenden Beobachtungen wird das Ausmaß der 
RBP-Jκ-Expression angenommen. Die intrazelluläre Domäne von Notch-3 
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scheint mit derjenigen von Notch-1 um die RBP-Jκ-Bindungsstelle zu 
konkurrieren (Beatus et al., 1999). Die exogene Zufuhr von RBP-Jκ hemmt den 
stimulierenden Effekt der Notch-Proteine auf den HES1-Zielpromotor (Shimizu et 
al., 2002).  
 
 
 
Abbildung 4: Schematische Darstellung des Notch-Signaltransduktionswegs 
Zelle 1 exprimiert den Notch-Liganden, eines der beiden transmembranären Proteine 
Jagged oder Delta. Aus Gründen der Vollständigkeit sind in der Abbildung die beiden 
bisher in Vertebraten beschriebenen Liganden der Notch-Rezeptoren wiedergegeben, 
zur Aktivierung des Rezeptors ist jedoch ein Ligand ausreichend. Zelle 2 exprimiert den 
Notch-Rezeptor an der Zellmembran. Die Ligandenbindung an den Notch-Rezeptor 
induziert eine Konformationsänderung innerhalb der Rezeptorstruktur mit anschließender 
Translokation des intrazellulären Notch-Abschnitts in den Zellkern. Dort bindet dieser 
Abschnitt an den Transkriptionsfaktor RBP-Jκ und aktiviert die Promotoren bestimmter 
Zielgene, unter anderem diejenigen der HES-Familie. 
 
 
Zusätzlich zu den beschriebenen Komponenten – Liganden, Rezeptorproteine, 
DNA-bindende Proteine und primäre Zielgene - sind zahlreiche Modulatoren 
beschrieben, die als regulatorische Elemente in den Notch-
Signaltransduktionsweg eingreifen (Justice und Jan, 2002). So fügt die β1,3 N-
Acetylglucosaminyltransferase Fringe (FNG) nicht nur den Notch-Rezeptoren, 
sondern auch deren Liganden O-gebundene Fucose-Reste an (Bruckner et al., 
2000; Moloney et al., 2000). Die Monosaccharide werden an Serin- oder 
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Threoninreste innerhalb der EGF-Domänen angehängt. Beobachtungen von 
Okajima und Irvine an der Fruchtfliege legen nahe, dass diese 
Glykosylierungsprozesse eine notwendige Bedingung für die Liganden-Rezeptor-
Interaktion darstellen (2002). 
Eine direkte Protein-Protein-Interaktion zwischen Notch und Presenilin-1 
erleichtert die S3-Spaltung durch die γ-ähnliche Sekretase und spielt somit eine 
entscheidende Rolle bei der Aktivierung des Rezeptors (De Strooper et al., 1999).   
Neuere Studien belegen die essenzielle Rolle des transmembranären 
Glykoproteins Nicastrin als stabilisierenden Faktor innerhalb des γ-Sekretase-
Komplexes, welcher die S3-Splatung innerhalb der Notch-Rezeptoren vermittelt 
(Zhang et al., 2005).  
 
1.2.4 Expression der Notch-Rezeptoren und  ihrer Liganden 
Die Notch-Rezeptoren und ihre Liganden werden in adulten Geweben 
epithelialer, endothelialer und mesenchymaler Herkunft exprimiert. 
Interessanterweise verändert sich ihre Expression bei pathologischen Prozessen 
signifikant. 
So stellen Morrissey et al. im Rahmen fibrotischer Nierenerkrankungen einen 
differenziellen Einfluss des profibrotisch wirksamen Zytokins TGF-β1 auf die 
Expression der  unterschiedlichen Rezeptor- und Liganden-Subtypen fest. Vor 
allem die mRNA der Liganden Jagged-1 und -2 wird hochreguliert, Notch-2 
hingegen bleibt nahezu unbeeinflusst  (2002). 
Beim remodeling verletzter Gefäße beschreiben Wang et al. eine PDGF-
induzierte Verminderung der Notch-3-Rezeptoren und der HES-related Proteine-1 
und -2 in glatten Gefäßmuskelzellen (2002).  
 
McCright et al. untersuchten die Expression der Notch-Rezeptoren und ihrer 
Liganden in unterschiedlichen Stadien der Nierenentwicklung. So befinden sich 
bei der Ausbildung der Glomeruli Notch-1 und Notch-2 zunächst zusammen mit 
den Liganden Delta-like-1 und Jagged-1 in den prätubulären Aggregaten (comma 
bodies). In einem späteren Entwicklungsstadium werden die genannten 
Rezeptor-Isoformen dann vornehmlich in Podozyten und in der Bowman’schen 
Kapsel und die Liganden in den Endothelzellen exprimiert (2003). Dass das 
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Notch signaling  für die Nierenentwicklung von entscheidender Bedeutung ist, 
belegen ferner die Beobachtungen an Notch-2-defizienten Mäusen, die eine 
deutlich reduzierte Anzahl an funktionsfähigen Glomeruli ausbilden (McCright et 
al., 2001).  
 
Das Expressionsmuster von Notch-3 wurde bislang vornehmlich im Laufe der 
Entwicklungsstadien von Nagetieren studiert. Demzufolge wird Notch-3 während 
der Gastrulation und in dem sich entwickelnden zentralen Nervensystem 
exprimiert; in der Postnatalperiode kommt es zu einer deutlich reduzierten 
Proteinexpression (Lardelli et al., 1994; Williams et al., 1995). Joutel et al. 
zeigten, dass Notch-3 in verschiedenen adulten Geweben des Menschen 
(Herzmuskulatur, Niere, Gehirn, große Arterien, Skelettmuskulatur, Lunge, 
Harnblase und Darm) exprimiert wird, allerdings ausschließlich in Zellen der 
glatten Gefäßmuskulatur (2000). Über die Expression von Notch-3 in adulten 
Nierenzellen gibt es bislang keine publizierten Daten. 
 
1.2.5 Punktmutationen im Notch-3-Gen als Ursache der CADASIL-Erkrankung 
Mutationen im Notch-3-Gen konnten pathogenetisch für das Auftreten der 
CADASIL-Krankheit verantwortlich gemacht werden, einer autosomal dominant 
erblichen Erkrankung der zerebralen Gefäße (Joutel et al., 1996; Joutel et al., 
1997b; Tournier-Lasserve et al., 1991 ; Tournier-Lasserve et al., 1993 ; Viitanen, 
2000). 
Sie wurde erstmals 1955 von Bogaert beschrieben und stellt eine Erbkrankheit 
dar, deren wesentliche klinische Merkmale sich zwischen dem 30. und 50. 
Lebensjahr manifestieren. Die betroffenen Patienten leiden unter rezidivierenden 
apoplektischen Insulten und einer schleichend-progredienten vaskulären 
Demenz. Initial finden sich in etwa einem Drittel der Fälle Migräneanfälle, die von 
einer Aura begleitet sind.  
Patho-morphologisch finden sich Auffälligkeiten in der weißen Hirnsubstanz, 
multiple lakunäre Infarkte, insbesondere im Frontalhirn und im Bereich der 
Basalganglien, eine Leukoenzephalopathie sowie eine nicht-sklerotisch bedingte, 
nicht-amyloide Angiopathie, die sich vorwiegend auf die Gefäßwand kleinerer 
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Hirnarterien erstreckt. Die langsam voranschreitenden Veränderungen zeigen 
sich besonders in der Media: die glatten Gefäßmuskelzellen werden zerstört und 
es kommt zu einer Fibrosierung der Gefäßwände mit zunehmender Einengung 
des Lumens. Anhand einer Positronen-Emissions-Tomographie (PET) lässt sich 
der verlangsamte Blutfluss bereits vor dem Auftreten der ersten neurologischen 
Symptome darstellen; über eine T2-gewichtete Magnet-Resonanz-Bildgebung 
sind hyperintense Areale in der weißen Hirnsubstanz nachweisbar. Obwohl die 
Symptome ausschließlich neurologischer Natur sind, breitet sich die Arteriopathie 
generalisiert aus.  
Joutel et al. untersuchten mehr als 120 Familien mit der CADASIL-Erkrankung 
und fanden das „CADASIL-Gen“ auf Chromosom 19q13.1-13.2 (1997). Innerhalb 
der kritischen Region dieses Gens konnten bei allen betroffenen Patienten 
verschiedene „missense“-Punktmutationen im Notch-3-Gen identifiziert werden. 
Die Gendefekte führen entweder zum Anfügen oder zum Verlust eines Cystein-
Restes innerhalb der EGF-Domänen im extrazellulären Abschnitt des 
Rezeptormoleküls (Joutel et al., 1997a). Dies verändert höchstwahrscheinlich die 
Konformation und die nachfolgende Prozessierung des Rezeptors. Eine zweite 
Theorie geht davon aus, dass die mutierten EGF-Domänen zu einer veränderten, 
ineffektiven Hetero- oder Homodimerisierung des Proteins führen.    
Anhand von immunhistochemischen Untersuchungen bei CADASIL-Patienten 
zeigte sich, dass bei diesen Patienten in glatten Gefäßmuskelzellen 
unterschiedlicher Gewebe ein 210kDa großes Spaltprodukt von Notch-3, welches 
die extrazelluläre Domäne des mutierten Rezeptors umfasst, deutlich vermehrt 
exprimiert wird. Es akkumuliert offenbar an der Zytoplasmamembran dieser 
Zellen (Joutel et al., 2000). Die Immunhistochemie kann jedoch allenfalls 
wegweisende Hinweise in Bezug auf die CADASIL-Erkrankung bieten, eine 
definitive diagnostische Absicherung lässt sich hierdurch nicht liefern (Lesnik-
Oberstein et al., 2003).   
Bis heute ist noch keine spezifische Therapie für die CADASIL-Erkrankung 
verfügbar.  
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1.3  Überblick über das two hybrid-System und die Gateway Cloning- 
 Technologie 
 
 
Das two hybrid-System wurde von Fields und Song (1989) erstmals zur 
Identifikation von Protein-Protein-Interaktionen beschrieben.  
Das System basiert auf der Beobachtung, dass Transkriptionsfaktoren modular, 
d.h. aus einer DNA-Bindungsdomäne (DB) und einer Transaktivierungsdomäne 
(AD), aufgebaut sind. Im two hybrid-System wird die zeitlich-räumliche Nähe von 
DNA-Bindungsdomäne und Transaktivierungsdomäne durch eine Interaktion 
zweier Fusionsproteine gewährleistet. 
Es werden zwei Plasmide in modifizierte Hefestämme eingebracht. Das erste 
Plasmid kodiert für ein Fusionsprotein aus dem Köder-Protein (bait-Protein), für 
das nach Interaktionspartnern gefahndet werden soll, und der DNA-
Bindungsdomäne des GAL4-Transkriptionsfaktors. Das zweite Plasmid enthält 
die kodierende Sequenz für die GAL4-Aktivierungsdomäne und die zu 
untersuchende cDNA-Bibliothek für alle in einer Zelle exprimierten Proteine. Im 
Falle einer direkten Interaktion eines Proteins mit dem Köderprotein entsteht ein 
vollständiger Transkriptionsfaktor mit GAL4-Bindungs- und Aktivierungsdomäne. 
Der hybride Protein-Komplex weist ähnliche Eigenschaften auf wie der Hefe-
eigene GAL4-Transkriptionsfaktor. Bestimmte Reportergene unter Kontrolle einer 
GAL4-Bindungsstelle im Promotor werden hierdurch trans-aktiviert und 
komplettieren die Enzymausstattung und Wachstumseigenschaften der Hefen. In 
einer Re-Transformation wird die Interaktion zwischen Köder- und Opfer-Plasmid 
noch einmal verifiziert. 
 
Um die im two hybrid-System gefundenen Interaktionspartner von YB-1 mittels 
Ko-Immunpräzipitation zu bestätigen, werden eukaryote Zellen mit den für die 
gefundenen Proteine bzw. Proteinsequenzen kodierenden Genabschnitte 
transfiziert.    
Hierzu wird mit Hilfe der Gateway Cloning-Technologie ein für eukaryote Zellen 
taugliches high copy-Expressionsplasmid generiert, dessen Genprodukt mit dem 
mit YB-1 im two hybrid-System interagierenden Proteinabschnitt übereinstimmt.  
Die Gateway Cloning Technologie bedient sich einer Sequenz-spezifischen 
Rekombination von DNA-Sequenzen, die ursprünglich in λ-Phagen beim Wechsel 
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vom lytischen zum lysogenen Zustand beschrieben ist (Ptashne, 1992). Eine 
Schlüsselrolle kommt hierbei den DNA-Rekombinations-Sequenzen, den so 
genannten attachment sites (att), sowie bestimmten bakteriellen Proteinen zu, 
welche die Rekombinationsreaktion vermitteln. Diese beiden Elemente macht 
sich die Gateway Cloning-Technologie zunutze. Die Gateway Cloning- 
Technologie besteht aus zwei Teilreaktionen, die in Anlehnung an die 
Bezeichnungen im Bereich der attachmet sites im λ-Phagen als BP- bzw. LR-
Reaktion bezeichnet werden. Bei der BP-Reaktion (siehe Abb. 5) wird der 
linearisierte Startklon, in welchem der zu klonierende Genabschnitt flankiert von 
den attachment B sites vorliegt, mit einem so genannten Donorvektor 
zusammengebracht. In diesem liegt neben den attachment P sites eine für das 
Zelltod-Protein ccdB (controlled cell death Protein-B) kodierende DNA-Sequenz 
vor. Aus der Rekombination beider Plasmide entsteht zum einen der 
Eingangsklon, welcher für die zweite Teilreaktion der Gateway Cloning 
Technologie verwendet wird, zum anderen ein Nebenprodukt, durch welches 
ccdB  exprimiert wird und die mit ihm transformierten Bakterien nicht „überleben“ 
lässt.  
Die BP-Reaktion wird katalysiert durch den BP CLONASE Mix, welcher das 
rekombinante Protein Int, eine mutierte Integrase des λ-Phagen, sowie das von 
E.coli kodierte Protein IHF enhält. Diese schneiden im Startklon beiderseits des 
kodierenden Genabschnitts innerhalb der attB sites und ligieren diesen in die 
korrespondierenden attP sites des Donorvektors. Die dabei neu entstehenden 
attL sites, die im Eingangsklon den kodierenden Genabschnitt zu beiden Seiten 
flankieren, stammen aus der Zusammenfügung jeweils der attB sites und der attP 
sites.   
 
 
 
Abbildung 5 : Schema der BP-Reaktion der Gateway  Cloning-Technologie 
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Ziel der zweiten Teilreaktion, der LR-Reaktion (siehe Abb. 6), ist die Generierung 
eines Expressionsklons aus der Fusion des Eingangsvektors mit einem 
Zielvektor, der - flankiert von den attR sites - ebenfalls das ccdB-Zelltod-Operon 
enthält. Bei der LR-Reaktion entsteht ebenfalls ein Nebenprodukt, welches 
aufgrund der ccdB-Expression die mit diesem Nebenprodukt transformierten 
Bakterien zur Apoptose zwingt.  
Die LR-Reaktion wird durch den LR CLONASE Enzym Mix katalysiert, welcher 
die rekombinanten Proteine Int und Xis, mutierte Integrasen des λ-Phagen, sowie 
das von E.coli kodierte Protein IHF enthält. Die genannten rekombinanten 
Proteine schneiden im Eingangsvektor beiderseits des kodierenden 
Genabschnitts innerhalb der attL sites und ligieren diesen mit den 
korrespondierenden attR sites des Zielvektors. Die dabei neu entstehenden attB 
sites, die im Expressionsklon den kodierenden Genabschnitt zu beiden Seiten 
flankieren, stammen aus der Zusammenfügung jeweils der attL sites und der attR 
sites.   
Der bei der LR-Reaktion entstehende neue Expressionsklon trägt den zu 
klonierenden Genabschnitt inklusive einem carboxy-terminal gelegenen HA-tag – 
umrahmt von den attB sites.  
 
 
Abbildung 6 : Schema der LR-Reaktion der Gateway  Cloning-Technologie 
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1.4 Die   Anti-Thy1.1 Nephritis   als   Tiermodell   einer   mesangioproliferativen  
Glomerulonephritis 
 
Die Anti-Thy1.1 Nephritis stellt ein in Ratten etabliertes Tiermodell für eine 
mesangioproliferative Glomerulonephritis dar. Nach Induktion der Krankheit durch 
Injektion eines monoklonalen Anti-Thy1.1-Antikörpers, welcher vor allem an 
Mesangialzellen bindet, kommt es zur Mesangiolyse und Desintegration der 
mesangialen Matrix innerhalb der ersten 24 bis 48 Stunden (Bagchus et al., 1986; 
Yamamoto und Wilson, 1987; Johnson et al., 1990). Im Krankheitsverlauf werden 
Apoptose, Angiogenese, Matrixexpansion und Mesangialzellproliferation 
beobachtet, wobei Mesangialzellen aus dem juxtaglomerulären Apparat 
einwandern und proliferieren (Floege et al., 1992; Hugo et al., 1997). Als 
Mediatoren mit Einfluss auf die mesangiale Proliferation wurden unter anderem 
PDGF-BB, TGF-β, ERK und α-smooth muscle actin identifiziert (Johnson et al., 
1991; Yoshimura et al., 1991; Floege et al., 1993; Kramer et al., 2002). Das 
Maximum der Zellproliferation wird zwischen Tag 6 und 10 nach 
Krankheitsinduktion erreicht. Eine gesteigerte extrakapilläre Proliferation ist etwa 
bis Tag 14 nach Krankheits-induktion nachweisbar. In diesem Zeitraum kann es 
auch zur Halbmondbildung kommen. Schrittweise bilden sich die Veränderungen 
bis zur dritten Woche nach Krankheitsinduktion zurück, wobei eine mesangiale 
Hyperzellularität noch bis zu 10 Wochen nach Antikörperinjektion sichtbar sein 
kann (Bagchus et al., 1986). 
 
 
1.5 Ziel der Arbeit 
 
Der vorliegenden Arbeit ging ein two hybrid screen bezüglich Interaktionspartnern 
des Y-box bindenden Proteins-1 (YB-1) mit Hilfe einer cDNA-Bibliothek von 
Mesangialzellen voraus. Zu diesem Zweck wurden zwei unterschiedliche YB-1-
Konstrukte als Köderproteine im two hybrid-System eingesetzt, das Volllängen-
Protein sowie eine im Carboxy-Terminus trunkierte Form von YB-1 (∆YB-1). Von 
der C-terminal verkürzten Form ist durch unpublizierte Vorversuche bekannt, 
dass sie im Zellkern lokalisiert ist und somit an Interaktionen im Zellkern 
teilnimmt.  
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Die cDNA-Bibliothek von Mesangialzellen wurde in das Opferprotein (prey-
Protein) eingebracht. Mesangialzellen kommt eine entscheidende Rolle bei 
glomerulären Erkrankungen zu, in deren Verlauf YB-1 differenziell reguliert wird 
und eine Vielzahl von Interaktionen eingeht.  
 
Die bislang beschriebenen Funktionen des Y-box Protein-1 liegen vor allem im 
Bereich der Transkription und Translation. Unter den im two hybrid-System 
gefundenen potenziellen Interaktionspartnern von YB-1 wurde eine Reihe 
extrazellulärer Matrixproteine sowie das Rezeptorprotein Notch-3 gefunden. 
Eigene, bisher unpublizierte Arbeiten legen die Vermutung nahe, dass YB-1 nicht 
nur im Zellkern bzw. Zytoplasma eine wichtige Rolle spielt, sondern mittels eines 
bisher noch nicht eingehend aufgeklärten Mechanismus sezerniert wird und im 
Extrazellularraum  wichtige Funktionen wahrnimmt.  
In dieser Arbeit soll die Interaktion zwischen YB-1 und dem Rezeptorprotein 
Notch-3 näher charakterisiert werden und der Einfluss von YB-1 auf die durch die 
Notch-Rezeptoren vermittelte Signaltransduktion untersucht werden.  
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2  M a t e r i a l i e n   u n d    M e t h o d e n  
 
2.1  Materialien 
 
2.1.1  Geräte 
Agarose-Gel-Apparatur   Biorad (München) 
Agarose-Gel-UV-Auswertungssystem Biorad (München) 
Apparatur  Western Blot   Biorad (München) 
Brutschrank     Hera cell, Heraeus (Hanau) 
Dampfsterilisator    Varioclav, H&P Labortechnik 
Elektroporator    E.coli Pulser, Biorad (München) 
Kühlzentrifugen  Avanti30 Centrifuge, Beckmann 
(München) 
      Rotoren: F0650, Beckmann (München) 
           F2402H, Beckmann (München) 
      Centrifuge 5417R, Eppendorf (Hamburg) 
      Rotor: F45-30-11, Eppendorf (Hamburg)  
laser scanning Mikroskop    Axiovert 100M, Zeiss 
Lichtmikroskop    Diavert, Leitz (Wetzlar) 
Luminometer    Microlumat 96p, EG&GB (Bad Wilsbad) 
Photometer     BioPhotometer, Eppendorf (Hamburg) 
Pipetten     Eppendorf (Hamburg) 
      pipetus-akku, Hirschmann Laborgeräte 
Schüttler     Vortex-Genie2, Scientific Industries, Inc.,  
      New York, USA) 
Sterile Arbeitsbank (Zellkultur)  Hera safe, Heraeus (Hanau) 
Thermoblock  Thermomixer comfort, Eppendorf 
(Hamburg) 
Tischzentrifuge    Centrifuge 5415D, Eppendorf (Hamburg) 
Transformator    Power Pac 1000, Biorad (München) 
Überkopfschüttler  Roto Shake Genie, Scientific Industries, 
Inc., New York, USA) 
Ultrazentrifuge    Sigma (Deisenhofen) 
 
2.1.2  Verbrauchsmaterialien 
Deckgläschen  Engelbrecht Medizin- und Labortechnik 
GmbH (Edermünde) 
Nitrozellulosemembran    Protran, Schleicher und Schuell (Dassel) 
(Porengröße: 0,45µm) 
Objektträger  Engelbrecht Medizin- und Labortechnik 
GmbH(Edermünde) 
Parafilm     American National Can (Menshasa, USA)  
Petrischalen     Nunc (Nürtingen) 
Pipettenspitzen    Eppendorf (Hamburg) 
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Plastikküvetten Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, 
USA) 
Polystyrengefäße  Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, 
USA) 
Reaktionsgefäße    Eppendorf (Hamburg) 
Röntgenfilme    X-OMAT-AR, Kodak  
Whatman-Filterpapier   Biorad (München) 
Zellkulturplatten, 6 Vertiefungen  Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, 
USA) 
Zellkulturplatten, 96 Vertiefungen Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, 
USA) 
Zellkulturflaschen, 75cm² Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, 
USA) 
Zellschaber     Nunc (Nürtingen) 
 
2.1.3  Reaktionskits 
Gateway Cloning Technologie  Gibco BRL Life Technologies (Karlsruhe) 
Luziferase Assay System   Promega (Madison, WI, USA) 
QIAprep Spin Maxi-Prep Kit (250) Quiagen (Hilden) 
QIAprep Spin Mini-Prep Kit (250) Quiagen (Hilden) 
Rneasy ™ Mini Kit    QIAgen (Hilden) 
Vectastain ABC-Kit Vector Laboratories (Burlingame, CA, 
USA) 
 
2.1.4  Reagenzien 
Acryl-/Bisacrylamid 30%   Serva (Heidelberg) 
Agar       Difco Lab. (Detroit, Michigan, USA) 
Agarose     Sigma (Deisenhofen) 
Ammoniumpersulfat   Biorad (München) 
Ammoniumsulfat    Merck (Darmstadt) 
Ampicillin     Sigma (Deisenhofen) 
Beta-Mercaptoethanol   Biorad (München)   
Biotin      Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) 
Bromphenolblau    Biorad (München) 
Calciumchlorid     Sigma (Deisenhofen) 
Chloroquin     Sigma (Deisenhofen) 
Coomassie Brilliant Blue R-250  Biorad (München) 
Dextrose     Merck (Darmstadt) 
4,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) Sigma (Deisenhofen) 
Diaminobenzidin-Substat (DAB)  Sigma (Deisenhofen) 
1,2-Diaminocyclohexan-N,N,N’,N’- 
Tetraessigsäure    ICN Biomedicals (Cleveland, Ohio, USA) 
Dithiothreitol     Biorad (München) 
Dimethylsulfoxid (DMSO)   ICN Biochemicals (Cleveland, Ohio, USA) 
Doxyzyklin     Life Technologies (Eggenstein) 
ECL-Reagenzien     Amersham (Braunschweig) 
EDTA      Sigma (Deisenhofen) 
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EGTA      Sigma (Deisenhofen) 
Essigsäure      Merck (Darmstadt) 
Ethanol, 70%    Apotheke des Universitätsklinikums der  
RWTH Aachen (Aachen) 
Ethidiumbromid    Merck (Darmstadt) 
Fetales Kälberserum (FKS)  Gibco BRL Life Technologies (Karlsruhe) 
FuGENE 6 (Transfektionsreagenz) Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) 
Geneticin G418    Calbiochem (Darmstadt) 
Glukose     Sigma (Deisenhofen) 
Glyzerin     Merck (Darmstadt) 
Glyzin      Sigma (Deisenhofen) 
Histoclear     Roth (Karlsruhe) 
Hefeextrakt      Difco (Hamburg) 
HEPES     Roth (Karlsruhe) 
Hygromycin     Gibco BRL Life Technologies (Karlsruhe) 
Immu-Mount     Shandon (Pittsburgh, USA) 
Insulin     Sigma (Deisenhofen) 
Interferon-γ (human)  Institut für Klinische Chemie der RWTH 
Aachen (Arbeitsgruppe Priv.-Doz. Dr. 
Stephan Dooley) 
Kaliumchlorid    Merck (Darmstadt) 
Magermilch-Trockenpulver  Lasana (Herford) 
Magnesiumchlorid     Calbiochem (Darmstadt) 
Magnesiumsulfat     Merck (Darmstadt) 
Maßstäbe für Agarose-Gele:  
  1kb-ladder    Gibco BRL Life Technologies (Karlsruhe) 
  100bp-ladder   Gibco BRL Life Technologies (Karlsruhe) 
Mayers Hämalaun-Färbelösung  Merck (Darmstadt) 
Methanol     Apotheke des Universitätsklinikums der  
RWTH Aachen (Aachen) 
Molekulargewichtsstandard für SDS-PAGE (gefärbt) 
Rainbow coloured protein molecular 
weight markers, RPN756, Amersham 
(Freiburg)  
Natriumacetat    Merck (Darmstadt) 
Natriumchlorid    Merck (Darmstadt) 
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat Merck (Darmstadt) 
Natriumdodecylsulfat (SDS)  Biorad (München) 
Natronlauge (10N)    Merck (Darmstadt) 
Nicht-essenzielle Aminosäuren (Gemisch, 100mM)      
      Gibco BRL Life Technologies (Karlsruhe) 
Nonidet P-40    Sigma (Steinheim) 
Pansorbin (Staphylokokkenlysat)  Calbiochem (La Jolla, CA, USA) 
Paraffin     Roth (Karlsruhe) 
Paraformaldehyd    Merck (Darmstadt) 
PBS      Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, 
      Sigma (Deisenhofen) 
 
 
 
  37 
 
PDGF-BB (platelet derived growth factor-BB) 
Sigma (Deisenhofen) 
Penicillin/Streptomycin   Gibco BRL Life Technologies (Karlsruhe) 
Peptone     Difco (Hamburg) 
Phalloidin     Sigma (Deisenhofen) 
Phenylmethylsulfonylfluoris (PMSF) Biorad (München) 
Proteinase-Inhibitoren    
 (Serin-, Cystein-, Metalloproteasen,  
  Calpain)      „complete, Mini“, Proteasen-Inhibitoren, 
      Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) 
Sodium-Orthovanadat   Sigma (Deisenhofen) 
Streptavidin     Danova (Hamburg) 
N,N,N‘,N‘-tetramethylethylendiamin (TEMED)  
      Biorad (München)    
Triton X-100     Sigma (Deisenhofen)    
Tris-HCl     Roth (Karlsruhe) 
Tris Ultra Pure    ICN Biomedicals (Cleveland, Ohio, USA) 
Trypsin-EDTA (0,25%Trypsin, 1mM EDTA)   
      Gibco BRL, Life Technologies (Karlsruhe) 
Trypton Difco Lab. (Detroit, Michigan, USA) 
Tween-20     Biorad (München) 
Xylol      Roth (Karlsruhe) 
Wasserstoffperoxid [H2O2 (30%)]  Merck (Darmstadt) 
Zellkulturmedien:     
  1.) Dulbecco's modifiziertes Eagle Medium (DMEM/F12) mit GlutaMAX-II (1:1) 
mit Pyridoxin    Gibco BRL Life Technologies (Karlsruhe) 
 
  2.) RPMI 1640 Medium, mit L-Glutamin 
  Gibco BRL Life Technologies (Karlsruhe) 
Zitronensäure    Merck (Darmstadt) 
                                                                                                                                                             
2.1.5  Häufig verwendete Puffer und Lösungen 
EDTA-Stammlösung (0,5 M) 146,1 g/l  EDTA 
 
PBS-CM    PBS mit Zusatz von   
     0,1 mM  Calciumchlorid  
     1 mM   Magnesiumchlorid 
PBS-EDTA    PBS mit Zusatz von 
     1 mM  EDTA  
 
 
RIPA-Puffer1    50 mM Tris-HCl, pH 7,4  
150 mM NaCl       
1 % (w/v) Nonidet P-40  
0,25 % (w/v) Natriumdeoxycholat      
1 mM   EDTA 
                                            
1
 (nach: http://www.upstatebiotechnology.com/support/protocols/prep.html) 
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Sodium-Orthovanadat (200mM)2  3,6 g/100 ml Aqua dest., pH 10,0 
Die Lösung wird gekocht, bis sie farblos 
erscheint. 
 
TE-Puffer    10 mM  Tris-HCl, pH 8,0 
     0,1 mM  EDTA 
 
 
2.1.6  Sterilisation 
Die Sterilisation von Lösungen und Gebrauchswaren erfolgt mittels feuchter Hitze 
im Autoklaven (Varioclav, H&P Labortechnik) für 30 Minuten bei 121 °C und 2 
atm oder bei hitzeempfindlichen Lösungen durch Sterilfiltration (Porengröße: 0,2 
µm). 
 
2.1.7  Zelllinien 
HEK293T-Zellen   
Hierbei handelt es sich um humane embryonale Nierenzellen, welche mit DNA-
Fragmenten des Adenovirus Typ 5 und dem SV40-Antigen (T-Antigen) 
transformiert wurden (Graham et al., 1977).  
Diese wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Herrn Univ.-Prof. 
Peter C.Heinrich, Institut für Biochemie, RWTH Aachen zur Verfügung gestellt. 
 
HEK293-N3-Zellen 
In humane embryonale Nierenzellen wurde ein für das Volllängen-Protein Notch-3 
kodierendes Plasmid (pCDNA3-Notch-3) stabil eingebracht. Diese Zelllinie wurde 
von U. Lendahl (Stockholm, Schweden) bezogen. 
 
NIH-3T3-Jagged-Zellen 
In aus Mäusen isolierte Fibroblasten (NIH-3T3-Zellen) wurde ein für den Notch-
Liganden Jagged (human) kodierendes Plasmid  eingebracht. Diese Zelllinie 
wurde von U. Lendahl (Stockholm, Schweden) bezogen. 
 
                                            
2
 Ref.: Gordon, J., Methods Enzymol. 201: 477-482, 1991 
              http://www.upstatebiotechnology.com/support/protocols/activation.html 
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Ratten-Mesangialzellen (rMC) 
Ratten-Mesangialzellen wurden nach Isolierung von Glomeruli männlicher 
Sprague Dawley-Ratten mittels der Mosaiktechnik in vitro bis zur Reinkultur 
gezüchtet (Lovett et al., 1983). Es wurde ein Modellsystem etabliert, bei dem N-
terminal Hämagglutin (HA)-getaggtes YB-1 konditionell in diesen Zellen exprimiert 
wird (Tet-Off-System). Entsprechende Kontrollzellen enthalten nur ein für das HA-
tag kodierendes Plasmid. 
  
HK-2-Tubuluszellen (human kidney)  
Hierbei handelt es sich um proximale epitheliale Tubuluszellen, welche aus dem 
Kortex der Nieren gesunder erwachsener Männer gewonnen wurden (Ryan et al., 
1994). Die Zellen wurden mit den Genen E6 und E7 des humanen Papillomavirus 
immortalisiert. Sie sind resistent gegen Neomycin und enthalten ein SV40-
Antigen.  
 
HeLa-Zellen 
HeLa-Zellen sind Ovarialkarzinomzellen, die in den 50er Jahren bei einer 
Patientin entnommen wurden. Sie zeichnen sich durch einfache Kultivierung aus. 
 
SaOS-2-Zellen 
SaOS-2-Zellen sind humane Osteosarkomzellen, die 1972 bei einem elfjährigen 
Patienten entnommen wurden. Sie zeichnen sich durch eine konstitutive 
Expression der humanen Notch-Homologe 1 und 2 aus, Notch-4 wird nur nach 
Stimulation mit Dexamethason- und Vitamin D3-Stimulation exprimiert, Notch-3 
hingegen wird von den SaOS-2-Zellen nicht exprimiert (Schnabel et al., 2002). 
 
 
2.1.8  Plasmide 
pGL3-basic (Luziferase-Reporter-Vektor) 
Der Vektor kodiert für das Luziferase-Gen (Luc+) des Leuchtkäfers 
(„Glühwürmchen“), dem eine multiple Klonierungsstelle vorgeschaltet ist 
(Promega, Madison, USA). 
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pREP9-GFP  
Das Plasmid trägt eine für das grün-fluoreszierende Protein (GFP) kodierende 
Sequenz (Stephan Bergmann, Max-Dellbrück-Center, Berlin).  
 
pREP9-YB-1-GFP   
Das Genprodukt dieses Plasmids ist ein C-terminal GFP-markiertes YB-1-
Konstrukt, welches über zwei NotI-Restriktionsschnittstellen in die multiple 
Klonierungsstelle des pREP9-Vektors (Invitrogen, Karlsruhe) kloniert wurde. Er 
wurde von Stephan Bergmann, Max-Delbrück-Center, Berlin zur Verfügung 
gestellt. 
Die Deletionskonstrukte des Volllängen-YB1-Konstruktes (GFP-YB-1-∆1, -∆2, -
∆3) wurden ebenfalls von Stephan Bergmann, Max-Delbrück-Center, Berlin 
bezogen.  
Die GFP-Plasmide kodieren für ein 27 kDa Protein, welches ursprünglich bei 
Aequorea victoria identifiziert wurde3. Es ist in der Lage, bei Anregung in einem 
Energiebereich zwischen 300 und 500 nm Licht einer definierten Wellenlänge zu 
emittieren.  
Die Emission kann zwischen 500 und 540 nm mit einem Intensitätsmaximum bei 
509 nm detektiert werden.  
 
pSG5  
Der 4,1 kb umfassende high copy-Vektor wurde von Stratagene (Amsterdam, 
Niederlande) bezogen. 
 
pSG5-YB-1  
In den pSG5-Vektor wurde in die multiple Klonierungsstelle ein für YB-1 
kodierender Genabschnitt kloniert. Er wurde von Dr. Jenny P.-Y.Ting (University 
of North Carolina, USA) zur Verfügung gestellt. 
 
pCDNA3 
Der Vektor enthält enhancer- und Promotor-Sequenzen des humanen 
Zytomegalievirus zur high level-Transkription, ein Poly-A-Signal und den SV40 
                                            
3
 Shimomura, O., Johnson, F.H., and Saiga, Y. (1962), J. Cell.Comp.Physiol. 59, 223-239 
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origin zur episomalen Replikation in Zelllinien, die mit dem SV40 T-Antigen 
transformiert sind. Er diente in den in dieser Arbeit vorgestellten Versuchen als 
Kontrollvektor.  
 
pCDNA3-Notch-3 
Das Plasmid enthält eine für das Volllängenprotein des murinen Notch-3-
Rezeptors kodierende Sequenz und wurde freundlicherweise von U. Lendahl 
(Stockholm, Schweden) bezogen. 
 
pGV-B-HES1-luc / pGV-B-HES2-luc 
Die Plasmide kodieren jeweils für die Promotoren der humanen hairy enhancer of 
split-1/-2 (HES1/2)-Promotoren, denen das Luziferase-Gen (Luc+) des 
Leuchtkäfers nachgeschaltet ist. Im Falle einer trans-Aktivierung des Promotors 
wird das Luziferase-Reporter-Konstrukt transkribiert. Beide Plasmide wurden von 
R. Kageyama (Kyoto, Japan) bezogen. 
 
Die im Rahmen der Gateway  Cloning Technologie verwendeten bzw. neu 
generierten Plasmide werden dort detailliert vorgestellt (s.Kapitel 2.2.4). 
  
 pCDNA3-Jagged 
 Dieses Plasmid kodiert für das Volllängenprotein des Notch-Liganden Jagged. Es  
wurde von J. Lundkvist (Stockholm, Schweden) zur Verfügung gestellt. 
 
 
2.1.9  Enzyme  
Restriktionsendonukleasen 
Die in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsendonukleasen (BamHI, NotI, PvuII, 
SalI und XBaI) und die zugehörigen Reaktionspuffer wurden von Boehringer 
(Mannheim) und Gibco BRL Life Technologies (Karlsruhe) bezogen.   
 
Taq-Polymerase 
Die für die RT-PCR verwendete Taq-Polymerase wurde mit dem zugehörigen 
PCR-Puffer von der Firma Invitrogen (Groningen, Niederlande) bezogen. 
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γ-Sekretase Inhibitor XVIII (Compound E) 
Hierbei handelt es sich um ein proteolytisches Enzym, das als hoch potenter, 
nicht-selektiver und nicht-kompetitiver Hemmstoff der γ-Sekretase wirkt. Es 
hemmt die intramembranäre Spaltung der Amyloid-Vorläuferproteine Presenilin-1 
und -2  sowie die als S3 bezeichnete Spaltung innerhalb der Notch-
Rezeptorproteine. Das Enzym wurde von der Firma Calbiochem/Merck 
(Darmstadt)  bezogen und in den Versuchen in einer Konzentration von 100 nM 
eingesetzt (Wang et al., 2004).  
 
2.1.10 Antikörper 
Einen Überblick über die verwendeten Antikörper gibt die nachfolgende Tabelle. 
 
 
 
 
Antigen Typ Quelle Verdünnung im 
Western Blot 
Verwendung 
 
unspezif. IgG1 
 
Monoklonales Ig 
 
Dako A/S 
(Dänemark) 
 
 
 
Preclearing  
 
GFP 
 
Monoklonales Ig 
 
Clontech 
 
1:5000 
 
Immunpräzipitation, 
Western blot, 
Immunfluoreszenz 
 
HA-Tag 
 
Polyklonales Ig 
 
Clontech 
 
1:100 
 
Immunpräzipitation, 
Western blot, 
Immunfluoreszenz 
 
Notch-3-
Antikörper 
- Ak1 (1E4, extra-    
 zelluläres Epitop, 
 AS 657-846) 
 
 
 
Monoklonales Ig 
 
 
 
Anne Joutel,  
Paris 
  
 
 
Immunpräzipitation, 
Immunfluoreszenz 
- Ak2 (BC4, intra- 
  zelluläres Epitop) 
 
Polyklonales Ig Anne Joutel, 
 Paris 
 Immunpräzipitation 
- Ak3 (M134, intra- 
  zelluläres Epitop,  
 AS 2107-2240) 
 
Polyklonales Ig Santa Cruz 
Biotechnology 
 Immunpräzipitation 
 
Anti-Maus-Ig 
(Peroxidase-
gekoppelt) 
 
 
 
Amersham 
(Braunschweig) 
 
1:2000 
 
Sekundär-Antikörper 
in Western blot und 
Immunhistochemie 
 
Anti-Kaninchen-
Ig (Peroxidase-
gekoppelt) 
 
 
 
Amersham 
(Braunschweig) 
 
1:2000 
 
Sekundär-Antikörper 
im Western blot 
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Anti-Maus-Ig 
(Rhodamin-
markiert) 
 
 
Dianova 
(Hamburg) 
  
Sekundär-Antikörper 
bei der  
Immunfluoreszenz 
 
Anti-Kaninchen-
Ig (Rhodamin-
markiert) 
 
 
 
Dianova 
(Hamburg) 
  
Sekundär-Antikörper 
bei der  
Immunfluoreszenz 
 
 
 
2.2  Methoden 
 
2.2.1  Methoden zur Zellkultur 
Kultivierung von Zellen 
Die Kultivierung sämtlicher Zelllinien erfolgt bei 37 °C im Brutschrank mit einer 
5%igen CO2-Begasung. Die Zellen werden in 75 cm2- Zellkulturflaschen kultiviert. 
Die Zellen werden je nach Wachstumseigenschaften etwa alle 3-7 Tage in eine 
neue Zellkulturflasche passagiert und das Medium alle 3 Tage erneuert. Hierbei 
wird die Zellzahl reduziert, um ein regelmäßiges Wachstum zu gewährleisten. 
Zum Passagieren der Zellen wird das Medium abgesaugt und der Zellrasen 
einmal vorsichtig mit PBS gewaschen. Die Zellen werden durch 20 % Trypsin-
EDTA in PBS nach etwa 3-5 Minuten vom Flaschenboden gelöst. Die 
Trypsinaktivität wird durch Zugabe von FKS-haltigem Medium gestoppt und die 
Zellen werden durch gleichmäßiges mehrmaliges Auf- und Abpipettieren 
vereinzelt.  
Etwa 1/5 bis 1/20 des Volumens wird in eine neue Zellkulturflasche gegeben und 
mit 10ml frischem, steril filtriertem Medium aufgefüllt. 
 
HEK293T-, HEK293-N3-, NIH-3T3-Jagged-, HeLa- und SaOS-Zellen werden in 
Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) mit 10 % (v/v) FKS, 2 mM Glutamin, 
100 µg/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin kultiviert. Die Verdopplungszeit 
der HEK293T- und HeLa-Zellen beträgt 20-24 Stunden. SaOS-2-Zellen benötigen 
etwa 43 Stunden zur Verdopplung. 
 
Ratten-Mesangialzellen werden in Roosevelt Park Memorial Institute (RPMI) 1640 
Medium mit 10 % (v/v) FKS, 2 mM L-Glutamin, 100 µg/ml Streptomycin und 100 
U/ml Penicillin kultiviert. Bei jedem Mediumwechsel werden 40 µl/10 ml Medium 
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Geneticin (G418) frisch hinzugegeben. Hierdurch wird das Überleben von 
Mesangiumzellen, welche kein Plasmid mehr enthalten, verhindert. Durch Zugabe 
von 20 µl Doxyzyklin zu 10 ml Medium wird eine Expression des Inserts 
verhindert. Durch Zugabe von 20 µl Hygromycin zu 10ml Medium wird ein Befall 
der Kultur mit Pilzen verhindert. Das Medium der Zellen wird alle 3 Tage 
gewechselt und die Zellen ein Mal pro Woche passagiert. 
 
HK-2-Tubuluszellen werden in Roosevelt Park Memorial Institute (RPMI) 1640 
Medium mit 20 % (v/v) FKS, 10 mM nicht-essenziellen Aminosäuren, 1 mM 
Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin, 0,5 % Insulin, 40 µg/ml Streptomycin und 40 
U/ml Penicillin kultiviert und alle 3 Tage passagiert. 
   
Zum Einfrieren der Zellen werden die abgelösten, sedimentierten Zellen in 
Einfrierlösung [15 % (v/v) FKS, 10 % (v/v) DMSO in Medium] resuspendiert und in 
1 ml-Portionen zunächst auf -20 °C, am folgenden Tag auf -80 °C tiefgefroren. 
 
Transiente Transfektion humaner Zellen mit der Calciumphosphat-Methode 
2x-HEPES buffered saline (2fach-HBS-Puffer) 
     280 mM Natriumchlorid 
     10 mM  Kaliumchlorid 
1,5 mM di-Natriumhydrogenphosphat-
Dihydrat 
     12 mM Dextrose 
     50 mM HEPES 
 
Eine transiente Transfektion wird durchgeführt, um Plasmide mit dem Ziel der 
Überexpression von Proteinen in Zellen einzubringen. Bei der Ca2PO4-Methode 
wird die einzuschleusende DNA in einem Calcium-haltigen Puffer auf die Zellen 
gegeben. In diesem Puffersystem bilden sich Ca2+-DNA-Präzipitate, welche von 
den Zellen erleichtert aufgenommen werden. Die folgenden Mengen- und 
Konzentrationsangaben beziehen sich auf jeweils einen Transfektionansatz in 
einer 75 cm²-Zellkulturflasche. Die Angaben in Klammern gelten für je einen 
Ansatz einem Loch einer Sechslochplatte. 
3 x 106 (2 x 105) Zellen werden mit 20 ml (3 ml) Medium ausgesät und über 20 
Stunden bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Im Anschluss wird das Medium 
abgenommen und 10 ml (3 ml) frisches Medium zugegeben. Pro 
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Transfektionsansatz werden zwei Polystyren-Falcons bereitgestellt. In das erste 
Falcon werden 242 µl (72,5 µl) des 2fach-HBS-Puffers vorgelegt. In das zweite 
Falcon wird zunächst TE-Puffer gegeben, dessen Volumen nach folgender 
Formel berechnet wird: 212 µl (63,5 µl) - Plasmid-DNA [in µl]. Dann werden 20 µg 
(2 µg) Plasmid-DNA, bei Ko-Transfektionen entsprechend 10 µg (1 µg) des einen 
und 10 µg (1 µg) des zweiten Plasmids, anschließend unter leichtem Vortexen 30   
µl (9 µl) Calciumchlorid zugeführt. Anschließend wird das Gemisch aus dem 
zweiten Falcon zum Inhalt des ersten Falcons -ebenfalls unter leichtem Vortexen- 
gegeben. Das Gemisch bleibt über 30 Minuten bei Raumtemperatur stehen, 
damit sich die feinkörnigen DNA-Calciumphosphat-Präzipitate bilden können. 
Dann wird der Transfektionsansatz durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren 
durchmischt und tropfenweise auf die Zellen gegeben. Schließlich werden 10 µl 
(3 µl) Chloroquin pro Transfektionsansatz hinzugegeben, um die Aufnahme der 
DNA in die Zellen zu erleichtern. Die Zellen werden für 5 Stunden bei 37 °C und 5 
% CO2 inkubiert. Während dieser Zeit erfolgt die endozytotische Aufnahme der 
Präzipitate in die Zellen. Nach der Inkubationszeit wird das Zellkulturmedium 
abgenommen und 20 ml frisches DMEM-Medium zugegeben.  
Nach 48 Stunden Inkubationszeit (37 °C, 5 % CO2) erfolgt die Ernte der Zellen. 
Dazu wird zunächst das Medium abgenommen. Anschließend werden die 
adhärenten Zellen zunächst mit 10 ml PBS gewaschen und danach mit 2 ml 
Trypsin-EDTA + 8 ml DMEM-Medium vom Boden der Kulturflasche durch leichtes 
Schwenken gelöst. Das Gemisch wird in ein steriles Falcon gegeben und für 10 
Minuten bei 1000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert; der Überstand wird 
verworfen und die im Sediment befindlichen Zellen zweimal in jeweils 10 ml PBS-
Puffer gewaschen und bei 1000 rpm zentrifugiert. 
 
Transiente Transfektion humaner Zellen mit FuGENE 6 
Ein Tag vor der Transfektion werden die Zellen in 6-Lochplatten ausgesät, so 
dass sich in jedem Loch ca. 2 x 105 Zellen befinden. Es wird 3ml FKS-haltiges 
Medium hinzugefügt. 
Am Tag der Transfektion sollten die Zellen zu 50-80 % konfluent gewachsen sein. 
Das Medium wird abgesaugt und durch 2ml frisches FKS-haltiges Medium 
ersetzt. Pro Transfektionsansatz werden 3 µl FuGENE 6 in 80 µl FKS-freies 
Medium aufgenommen und durch dreimaliges Klopfen gegen das Reagiergefäß 
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vermischt. Anschließend werden 2 µg des Plasmides hinzugefügt und durch 
erneutes vorsichtiges Vortexen vermischt. Das Gemisch wird 30 bis 45 Minuten 
bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend auf die Zellen gegeben. 
Nach 48h Inkubation können die Zellen weiterverarbeitet werden, beispielsweise 
für die indirekte Immunfluoreszenz.  
 
 
2.2.2 Methoden zur Arbeit mit Bakterien 
Medien für Bakterien 
LB-Flüssigmedium (für E.coli) 10 g  Trypton     
     5 g  Hefeextrakt  
     5 g  NaCl  
     100 µl  NaOH (10 N) 
     ad 1000 ml Aqua dest. 
LB-Mediumplatten (Ampicillin- oder Kanamycin-enthaltend) 
     10 g  Trypton     
     5 g  Hefeextrakt  
     5 g  NaCl  
     100 µl  NaOH (10 N) 
     15 g    Agar  
     ad 1000 ml  Aqua dest. 
Die  Antibiotikastammlösungen    wurden   von  der  Firma Sigma   
(Deisenhofen) bezogen und werden bei –20 °C aufbewahrt. 
Die Antibiotika werden in den unten angegebenen Konzentration 
erst zugegeben, nachdem das Medium autoklaviert  (121°C, 20 
Minuten) wurde und auf etwa 55 °C herunter gekühlt ist. Danach 
wird das Medium unter einer sterilen Arbeitsbank in Petrischalen 
(∅100 mm)  gegossen und zur Polymerisation ca. 30 Minuten 
stehen gelassen. Die Mediumplatten werden bis zum Gebrauch 
kopfüber bei 4 °C dunkel aufbewahrt. 
    
  Antibiotika-Konzentrationen im Medium: Ampicillin:  100 µg/ml 
         Kanamycin: 25 µg/ml 
 
SOB-Medium   0,2 % (w/v) Trypton 
     0,5 %  Hefeextrakt 
     10 mM NaCl 
     2,5 mM KCl 
      
SOC-Medium Das SOC-Medium wird für jeden Versuch dem 
Bedarf entsprechend neu angesetzt.  
 
 
SOB-Medium   10 mM MgCl2 (steril filtriert)  
     10 mM MgSO4 (steril filtriert) 
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     20 mM Glukose  
Einfrieren und Lagerung von Bakterien 
Von einer gewachsenen Bakterienkultur werden 500 µl in ein Eppendorfgefäß 
überführt. Hinzu kommen 500 µl autoklaviertes Glycerol. Die Suspension wird 
gevortext und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Bakterienlösungen 
werden bei –70 °C gelagert. 
 
Herstellung Hitzeschock-kompetenter E.coli 
Transformationspuffer  10 mM HEPES 
     15 mM CaCl2 
     250 mM KCl 
     55 mM MnCl2 
 
Zunächst wird eine 25 ml-Vorkultur (LB-Medium) mit dem nativen E.coli-Stamm 
(DB3.1 cells) angeimpft und über Nacht kultiviert. Aus dieser Kultur werden 5 ml 
zum Animpfen von 500 ml LB-Medium genommen und bis zu einer optischen 
Dichte (Wellenlänge: 600 nm) von 0,02 wachsen gelassen. Dann ist die 
logarithmische Wachstumsphase der Bakterienzellen erreicht. Die Lösung wird 
mit 230 ml SOB-Medium zusammengebracht und bei Raumtemperatur und 150 
rpm bis zu einer optischen Dichte von 0,94 inkubiert (Dauer: etwa 16 Stunden). 
Die Bakteriensuspension wird bei 4000 rpm für 10 Minuten bei 4 °C pelletiert und 
das Sediment umgehend in 80 ml eiskaltem Transformationspuffer vollständig 
resuspendiert. Nachdem das Gemisch für weitere 10 Minuten auf Eis gekühlt 
wird, erfolgt eine weitere Zentrifugation (4000 rpm, 10 Minuten, 4 °C). Nun 
werden die sedimentierten Bakterien in 20 ml eiskaltem Transformationspuffer, 
der 7 % DMSO enthält, unter Mischen gelöst und für 10 Minuten auf Eis gestellt. 
Anschließend werden die Bakterien in 200 µl-Fraktionen in vorgekühlte 
Eppendorfgefäße aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C 
bis zum Gebrauch gelagert. 
 
Hitzeschock-Transformation von E. coli  
Die Hitzeschock-Transformation erfolgt nach einem Protokoll von Inoue et al. 
(1990). Die hierbei zu erreichende Effizienz liegt bei etwa 106 Transformanten/µg 
Plasmid-DNA. 
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Die Bakterien werden auf Eis aufgetaut und 5 µl Plasmid-DNA werden mit 200 µl 
der Bakteriensuspension versetzt und über 30 Minuten auf Eis inkubiert. Danach 
erfolgt der Hitzeschock im Wasserbad bei 42 °C über 30 Sekunden. Die Bakterien 
werden erneut für 2 Minuten auf Eis gestellt und schließlich in 750 µl SOC-
Medium ohne Antibiose aufgenommen. Zur Ausbildung der mit dem 
transformierten Plasmid ebenfalls in die Bakterien eingebrachten Antibiotika-
Resistenz -entweder für Ampicillin oder für Kanamycin- werden die Zellen für 60 
Minuten unter Schütteln bei 37 °C inkubiert und danach 10 bzw. 100 µl der 
Suspension auf einer entsprechend Antibiotika enthaltenden LB-Mediumplatte 
ausgestrichen. Die Beurteilung des Wachstums erfolgt nach 24stündiger 
Inkubationszeit im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2.  
 
2.2.3 Methoden zur Arbeit mit DNA 
Plasmidgewinnung 
Die Plasmidamplifikation erfolgt in Bakterien, die auf Antibiotika-haltigen 
Kulturplatten selektiv angezüchtet werden. Für die Aufreinigung werden 
vorbereitete Kits von der Firma QIAgen (Hilden), der so genannte MiniPrep Kit 
bzw. MaxiPrep Kit, verwendet.  
 
Puffer:  
 
Resuspensionspuffer (P1)  50 mM Tris-Cl, pH 8.0 
     10 mM EDTA 
     100 µg/ml RNase A 
     Die Lagerung erfolgt bei 4°C. 
 
Lyse-Puffer (P2)   200 mM  NaOH 
     1 %   SDS 
     Die Lagerung erfolgt bei Raumtemperatur. 
     Bei Bildung von Präzipitaten kurzes Erwärmen 
     auf 37 °C. 
 
 
Neutralisationspuffer (N3)  3,0 M   Kaliumazetat, pH 5.5 
 
 
MiniPrep (QIAgen) 
Zunächst wird mit einer Impföse eine E.coli-Kolonie von einer mit transformierten 
Bakterien beimpften LB-Mediumplatte abgenommen und diese in 3ml Antibiotika-
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haltigem LB-Flüssigmedium über 12 Stunden bei 37 °C unter Schütteln (180 rpm) 
angereichert. Anschließend erfolgt eine Pelletierung der Bakterien bei 3000 rpm 
über 5 Minuten. Die Bakterien werden in 250 µl Resuspensionspuffer (P1) gelöst, 
in ein sauberes 1,5 ml-Eppendorf-Gefäß überführt und mit 250 µl Lysepuffer (P2) 
versetzt. Das Reaktionsgefäß wird verschlossen und vorsichtig 4-6mal 
geschwenkt. So wird ein Scheren der Plasmid-DNA verhindert. Es werden 350 µl 
Neutralisationspuffer (N3) zugegeben, um die Lysereaktion zu stoppen. Das 
Gemisch wird erneut sanft geschwenkt. Es erfolgt eine Zentrifugation in der 
Tischzentrifuge bei 13.000 rpm über 10 Minuten. Der Überstand wird auf die 
senkrecht angebrachten Zentrifugationssäulen („spin columns“) gegeben und in 
der Tischzentrifuge bei 13.000 rpm für 60 Sekunden zentrifugiert. Der Durchfluss 
wird verworfen und die Säule mit 500 µl Bindungspuffer (PB) beschickt. Nach 
wiederholter Zentrifugation (60 Sekunden, 13.000 rpm) werden 750 µl 
Waschpuffer (PE) auf die Säule gegeben und zentrifugiert. Um den restlichen 
Waschpuffer zu entfernen, erfolgt eine weitere Zentrifugation (60 Sekunden, 
13.000 rpm), ohne dass die Säulen mit frischem Puffer überschichtet werden. 
Abschließend wird die Säule auf ein autoklaviertes Eppendorf-Gefäß aufgesetzt, 
und es  werden vorsichtig 30 µl steriles Millipore-Wasser auf den Filter der Säule 
pipettiert. Die Säule wird 60 Sekunden bei Raumtemperatur senkrecht stehen 
gelassen und das Plasmid durch Zentrifugation (13.000 rpm für 60 Sekunden) 
eluiert. Im Eppendorf-Gefäß liegt nun die präparierte DNA zur photometrischen 
Konzentrations-bestimmung vor. Die gewonnene Plasmidmenge liegt zwischen 
10 und 25 µg pro MiniPrep-Ansatz. 
 
MaxiPrep (QIAgen) 
100 ml einer Übernachtkultur (oder 250 ml bei low-copy-Plasmiden) werden bei 
6000 rpm für 15 Minuten zentrifugiert. Die pelletierten Bakterien werden in 10 ml 
P1-Puffer resuspendiert und die Lyse-Reaktion wird durch Hinzugabe von 10 ml 
P2-Puffer gestartet. Nach 5 Minuten wird die Lyse gestoppt, indem 10 ml N3-
Puffer hinzugegeben werden. Die Suspension wird durch vorsichtiges Invertieren 
vermischt und kommt für 15 Minuten auf Eis. Die Suspension wird durch das 
mitgelieferte Filterpapier gefiltert und der Zelldebris zurückgehalten. Das Filtrat 
wird direkt auf die vorbereiteten Säulen gegeben. Der Durchfluss wird verworfen 
und die Säulen zweimal mit jeweils 30 ml QC-Puffer gewaschen. Die Plasmid-
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DNA wird mit 15 ml QF-Puffer eluiert und der Durchfluss gesammelt. Zu diesem 
Filtrat kommen 10,5 ml (0,7 Volumen-%) Isopropanol und die präzipitierte DNA 
wird bei mehr als 15.000 g für 30 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wird 
noch einmal mit 5 ml 70 %igem Ethanol (Raumtemperatur) gewaschen und für 10 
Minuten bei 15.000 g und 4 °C pelletiert. Das Ethanol wird abdekantiert und die 
DNA in TE-, EB-Puffer oder Aqua dest. aufgenommen. Mit dieser Methode lassen 
sich 250 bis 500 µg Plasmid herstellen. 
 
Restriktionsverdau von Plasmid-DNA und Agarose-Gelanalyse  
Puffer: 
 
TAE (50X)     242 g   Tris Base 
     57,1 ml  Eisessig-Säure  
     100 ml  0,5 M EDTA (pH 8,0) 
     ad 1000 ml mit Aqua dest. 
 
 
5X Stopp-Puffer    50 mM  EDTA 
     1 % (w/v)  SDS 
     30 % (v/v)  Glyzerin 
     0,25 % (w/v)  Bromphenolblau 
     pH auf 8,0 einstellen. 
 
Um zirkuläre Vektor-DNA zu linearisieren oder um zu überprüfen, ob ein zu 
klonierender Genabschnitt, das sogenannte „insert“, in einem Plasmid enthalten 
ist, kann Plasmid-DNA an definierten Stellen durch Restriktionsendonukleasen 
geschnitten werden. Dabei  wird nach folgendem Schema vorgegangen: 
   
   1 µl   Restriktionsenzym 1 
          [  1 µl   Restriktionsenzym 2,     sofern erforderlich ]      
   2 µl   Reaktionspuffer (10 % des Volumens des  
     Reaktionsansatzes) 
   1-2µ g  Plasmid-DNA  
   ad 20 µl  steriles Millipore-Wasser 
 
Bei der Auswahl der Restriktionsenzyme wird die Plasmidkarte des jeweiligen 
Vektors zu Grunde gelegt. Im Folgenden sind die in dieser Arbeit verwendeten 
Restriktionsenzyme und die zugehörigen Reaktionspuffer aufgelistet:  
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BamH I (Gibco) React3-Puffer (Gibco) 
Kpn I (Boehringer, Mannheim) Reaktionspuffer L (Boehringer, Mannheim) 
Not I (Boehringer, Mannheim) Reaktionspuffer H (Boehringer, Mannheim) 
Pvu II (Boehringer, Mannheim) Reaktionspuffer G (Boehringer, Mannheim) 
Sal I (Boehringer, Mannheim) Reaktionspuffer H (Boehringer, Mannheim) 
XBa I  (Boehringer, Mannheim) Reaktionspuffer H (Boehringer, Mannheim) 
 
Der Verdau läuft über 90 Minuten im Thermoblock bei 37°C unter Schütteln (225 
rpm) ab.  
 
Um die restriktionsverdaute Plasmid-DNA zu visualisieren und die geschnittenen 
Fragmente auf ihre Größe hin zu überprüfen, werden 0,25-0,5 µg der 
geschnittenen bzw. ungeschnittenen Plasmid-DNA in einem Agarose-Gel 
analysiert.  
Hierzu wird in dem benötigten Volumen TAE-Puffer eine entsprechende Menge 
Agarose (in dieser Arbeit 1,2%ige Gele) durch Erhitzen in der Mikrowelle 
aufgelöst.  Die Flüssigkeit wird bei Raumtemperatur bis zu einer Temperatur von 
etwa 50 °C heruntergekühlt. Jetzt werden 5 µl Ethidiumbromid pro 100 ml 
hinzugegeben. Ethidiumbromid interkaliert mit der DNA und ermöglicht so eine 
Visualisierung im UV-Licht. Die Flüssigkeit wird in eine entsprechend vorbereitete 
Flachbettgelkammer (mit einem Kamm für die zu beladenden Taschen) 
gegossen. Nach dem Aushärten wird der Platzhalter entfernt und das Gel in einer 
Laufkammer mit TAE-Puffer überschichtet.  
Die DNA-Proben werden mit 5fachem Stopp-Puffer versetzt und gegen einen 
DNA-Standard (1 kb- bzw. 100 bp-ladder) aufgetragen. 
Die Auftrennung der DNA-Fragmente im Agarose-Gel findet in einer Biorad-
Kammer bei 80 Volt über etwa 60 Minuten statt. Schließlich werden die DNA-
Fragmente unter UV-Licht auf ihr Bandenmuster hin analysiert.  
 
Ethanol-Präzipitation  
Durch Restriktionsverdau geschnittene DNA-Moleküle werden präzipitiert, indem 
das Reaktionsgemisch mit 2 µl Natriumacetat und 50 µl 100%igem Ethanol 
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versetzt, etwa 15 Minuten bei –80 °C gefroren und danach für 30 Minuten bei 4°C 
und 13.000 rpm in der Tischzentrifuge zentrifugiert wird. Der Überstand wird 
vorsichtig abpipettiert und das Sediment in 20 µl  TE-Puffer aufgenommen.  
 
Sequenzierung 
Die Sequenzierung von DNA erfolgte zur Charakterisierung des im two hybrid-
System gefundenen  Teilstücks des Notch-3-Volllängenproteins. Sie wurde von 
der Firma MWG Biotech (Eversberg) durchgeführt. 
Der Sequenzierungsreaktion liegt eine Variante der PCR zugrunde. Neben den 
normalen dNTP werden noch weitere Nukleotide dem Sequenzieransatz 
hinzugegeben. Diese Nukleotide sind zum einen mit einem bestimmten Farbstoff 
markiert, und zum anderen so verändert, dass eine weitere Verlängerung nicht 
mehr möglich ist. Somit führt der zufällige Einbau dieser Nukleotide zu einem 
Kettenabbruch mit gleichzeitiger Farbmarkierung. Über eine Längenauftrennung 
der Fragmente kann nun die entsprechende Endbase bestimmt und so die 
Sequenz ermittelt werden.  
Pro Sequenzierreaktion werden 1 µg der zirkulären Plasmid-DNA und jeweils 10 
pmol des sense- bzw. antisense-Primers4 eingesetzt. Die Sequenzierprimer 
wurden so gewählt, dass sie vom Bereich der beiden Restriktionsschnittstellen, 
über die das Insert in die Plasmid-DNA kloniert wurde, in den Insert-Berreich 
hinein lesen können.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                            
4
 Die Primer wurden von der Firma Invitrogen (Groningen, Niederlande) bezogen. 
 sense-Primer für den pMAB86-N3(EGF)-Klon:  TAT AAC GCG TTT GGA ATC ACT 
    antisense-Primer für den pMAB86-N3(EGF)-Klon: GTA AAT TTC TGG CAA GGT AGA C 
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2.2.4  Herstellung von Expressionsplasmiden mit der Gateway  Cloning-   
 Technologie 
 
Die Durchführung der Klonierung mittels der  Gatway Cloning Technologie 
erfolgt nach dem im zugehörigen Handbuch (Life Technologies) dargestellten 
Protokoll.  
 
Plasmide der Gateway  Cloning-Technologie 
Im Folgenden ist eine kurze Darstellung der im Rahmen der Gateway Cloning 
Technologie verwendeten Plasmide gegeben: 
 
Startklon pMAB86 
Der      im       two  hybrid-System     als     „bait“ –   
„Ködervektor“   –  eingesetzte    Vektor    pMAB86  
dient bei der Gateway Cloning  Technologie als 
so genannter Startklon (Abb.). Der zu kloniereren- 
de   Genabschnitt   wird zu beiden Seiten von den  
attachment B sites umrahmt.   Der Vektor besteht 
aus  insgesamt  7146 Basenpaaren  und  zählt  zu   
zählt    zu    den    low copy-Vektoren   (ARS/CEN- 
Vektoren)       in       prokaryoten        Expressions- 
systemen. Er enthält folgende Komponenten: 
- die GAL4-Aktivierungsdomäne  AD, welcher im two hybrid-System die 
entscheidende Rolle für den Nachweis der Protein-Protein-Interaktion im Hinblick 
auf die zu aktivierenden Reportergene zukommt, 
- die nukleäre Lokalisationssequenz (NLS) des SV40 large T antigen, 
- den konstitutiven Promotor sowie den Transkriptions-Terminator der in Hefezellen 
exprimierten Alkohol-Dehydrogenase (pADH, TerADH), 
- die ARS4/CEN6-Sequenz zur low-copy Replikation in Hefezellen, 
- das TRP1-Gen als Selektionskriterium für Hefezellen, in tryptophan-freiem 
Medium zu wachsen, 
- einen pUC-basierten Replikations-Ursprung (ori), 
- ein Ampicillin-Resistenzgen (AmpR) und 
  
Abbildung 7: Startklon pMAB86 
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- die beiden für die Gateway Cloning Technologie relevanten, so genannten 
attachment sites (attB1, attB2), die den zu klonierenden Genabschnitt zu beiden 
Seiten flankieren. 
Im Bereich der multiple cloning site (MCS) wurde über die Restriktionsenzyme 
NotI und SalI der für das Notch3-Konstrukt [N3(EGF)] kodierende Genabschnitt 
kloniert. Im Weiteren wird der Startklon deshalb als pMAB86-N3(EGF) 
bezeichnet. 
 
Donorvektor pDONR201 
Der     Donorvektor      pDONR201   
(4470bp)  
enthält – flankiert von den attachment P 
sites – das ccdB-Operon, 
gewissermaßen ein „Suizid-Gen“, 
dessen Transkript (ccdB,  controlled        
cell death-Protein B, 101 Aminosäuren, 
11,7 kDa) in E.coli durch Interaktion mit 
der DNA-Gyrase Doppelstrangbrüche 
induziert. Damit besitzt ccdB in seiner 
Wirkungsweise eine ähnliche Toxizität 
wie      die       Zellgiftstoff-Klasse       der  
Quinolone. Das ccdB-Protein wird ursprünglich von dem sogenannten F-Plasmid 
kodiert, welches mit auffallend hoher Stabilität in E.coli enthalten ist. 
Außerdem enthält der Donorvektor einen für Kanamycin-Resistenz (KanR) 
kodierenden Genabschnitt. 
 
Eingangsklon pENTR-N3(EGF) 
Der bei der BP-Reaktion neu entstehende Eingangsklon pENTR-N3(EGF) trägt 
den zu klonierenden Genabschnitt – umrahmt von den attL sites – sowie ein 
Kanamycin-Resistenzgen. Er dient in einer zweiten Teilreaktion, der so 
genannten LR-Reaktion, zur Generierung des neuen Expressionsklons. 
 
 
 
  
Abbildung 8: Donorvektor pDONR201 
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Zielvektor pEVRF-HA 
Der Zielvektor pEVRF-HA (4527bp) liegt in linearer Form vor und besitzt ein HA-
Tag. Er enthält, flankiert von den attR sites, ebenfalls das ccdB-„Suizid“-Operon. 
 
Linearisierung des Startklons pMAB86-N3(EGF) 
Zunächst wird der Startklon pMAB86-N3(EGF) durch Restriktionsverdau aus 
seiner zirkulären in die linearisierte Form gebracht. Dies geschieht durch ein 
Restriktionsenzym, welches die Vektor-DNA nur einmal und zwar außerhalb der 
für N3(EGF) kodierenden Sequenz schneidet. Zu diesem Zwecke werden 
„testweise“ Restriktionsverdaue mit den Endonukleasen BamH I, Kpn I und  XBa I 
durchgeführt. Nach einer Analyse in einem Agarose-Gel wird die mit BamH I 
(Abb. 9, Spur 3) verdaute DNA für die Fortführung des Klonierungsansatzes 
gewählt, da das Bandenmuster hier, ähnlich der mit XBaI (Abb. 9, Spur 5) 
verdauten Vektor-DNA, am ehesten dem geforderten Kriterium entspricht.  
Der linearisierte Vektor pMAB86-N3(EGF) wird mit Natriumacetat und Ethanol 
präzipitiert und als Startklon in die BP-Reaktion, der ersten Teilreaktion der 
Gateway Cloning Technologie, eingeführt.  
Außerdem wird ein Verdau von pMAB86-N3(EGF) mit den Restriktionsenzymen 
Not I und Sal I durchgeführt (Abb. 9, Spur 6). Hierdurch wird der N3(EGF)-
Genabschnitt aus dem Plasmid geschnitten, um dessen Größe von etwa 2200 
Basenpaaren zu ermitteln (Abb. 9, Spur 6).   
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Abbildung 9: „Testverdaue“ des Startklons pMAB86 
 
 
BP-Reaktion der Gateway  Cloning-Technologie 
In jeweils einem 1,5 ml-Eppendorf-Gefäß werden der BP-Ansatz sowie eine 
Positiv- und eine Negativkontrolle angesetzt. 
 
 Negativ-
kontrolle 
Positiv-
kontrolle 
BP-Ansatz 
Startklon pMAB86-N32(EGF) (0,50 
µg/µl; linearisiert) 
- - 3 µl 
pEXP7-tet Positivkontrolle (50 ng/µl; 
linear) 
- 1 µl - 
pDONR201 (150 ng/µl; zirkulär) 1 µl 1 µl  
BP Reaktionspuffer (5X) 2µl 2 µl 2 µl 
TE-Puffer 5 µl 4 µl 2 µl 
BP CLONASE Enzym Mix5 2 µl 2 µl 2 µl 
Reaktionsvolumen 10 µl 10 µl 10 µl 
 
Tabelle 4: Ansätze bei der BP-Reaktion 
 
Die BP-Reaktion läuft über 60 Minuten bei 25°C ab und wird durch den BP 
CLONASE Enzym Mix katalysiert, welcher das rekombinante Protein Int, eine 
                                            
5
 Der BP CLONASE Enzym Mix wird bei -80°C gelagert. Kurz vor Verwendung wurde es auf Eis 
aufgetaut, für etwa 2 Sekunden gemischt, das angegebene Volumen zu jedem Reaktionsansatz gegeben 
und anschließend wieder bei -80°C gelagert. 
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mutierte Integrase des λ-Phagen, sowie das von E.coli kodierte Protein IHF 
enhält. Die BP-Reaktion wird durch Zugabe von 1 µl Proteinase K pro 
Reaktionsgefäß angehalten.   
 
Um den korrekten Ablauf der BP-Reaktion zu bestätigen, wird als Positivkontrolle 
eine Fusion zwischen dem Donorvektor pDONR201 und pEXP7-tet unter BP-
Reaktions-Bedingungen durchgeführt. pEXP7-tet ist ein linearer, etwa 1,4 kb 
großer DNA-Abschnitt, der für ein Tetrazyklin-Resistenzgen kodiert.  
Der entstandene Eingangsklon pENTR-N3(EGF) sowie der Positiv- und der 
Negativkontrollklon werden nach der Hitzeschock-Methode in DH5α-kompetente 
E.coli (DB3.1 cells) transformiert und die Bakterien nach Ausbildung der 
Antibiotika-Resistenz für Kanamycin auf entsprechendem LB-Selektivmedium 
ausplattiert.  
 
Um zu überprüfen, ob nach der BP-Reaktion der zu klonierende Genabschnitt 
[N3(EGF)] tatsächlich in dem neuen Klon enthalten ist, erfolgt eine Präparation 
der DNA aus den transformierten und gewachsenen Bakterienkolonien mit Hilfe 
des MiniPrep-Kits (QIAgen) und anschließend ein Restriktionsverdau mit den 
Enzymen Not I und Sal I. Es erfolgt eine photometrische Konzentrations-
bestimmung der gewonnenen Plasmid-DNA pDONR201-N3(EGF).   
Die Bakterien, die das bei der BP-Fusionsreaktion als Nebenprodukt entstehende 
Plasmid tragen, sind aus zweierlei Gründen nicht „überlebensfähig“. Zum einen 
enthält das Nebenprodukt das ccdB-„Suizid-Gen“, zum anderen werden die 
transformierten E. coli auf Kanamycin-haltigem LB-Medium ausplattiert. Das 
Nebenprodukt trägt jedoch ein Ampicillin-Resistenz-Gen.  
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LR-Reaktion der Gateway  Cloning-Technologie 
In jeweils einem 1,5ml-Eppendorf-Gefäß werden der LR-Ansatz sowie eine 
Positiv- und eine Negativkontrolle angesetzt. 
 
 
 
Negativ-
kontrolle 
Positiv-
kontrolle 
LR-Ansatz 
pENTR-gus Positivkontrolle  
(50 ng/µl; zirkulär)  
- 1 µl - 
Eingangsklon pDONR201-N3(EGF) (0,2 
µg/µl; zirkulär) 
- - 1 µl 
Zielvektor pEVRF-HA (100 ng/µl, linear) 1,5 µl 1,5 µl 1,5 µl 
LR Reaktionspuffer (5X) 2 µl 2 µl 2 µl 
TE-Puffer 4,5 µl 2,5 µl 4 µl 
LR CLONASE Enzym Mix6 2 µl 2 µl 2 µl 
Reaktionsvolumen 10 µl 10 µl 10 µl 
 
Tabelle 5: Ansätze bei der LR-Reaktion 
 
Die LR-Reaktion läuft über 60 Minuten bei 25°C ab und wird durch den LR 
CLONASE Enzym Mix katalysiert, der die rekombinanten Proteine Int und Xis des 
λ-Phagen sowie das von E.coli kodierte Protein IHF enhält.  Die LR-Reaktion wird 
durch Zugabe von 1 µl Proteinase K pro Reaktionsgefäß angehalten. 
 
Um den korrekten Ablauf der LR-Reaktion zu bestätigen, wird als Positivkontrolle 
eine Fusion zwischen dem Zielvektor pEVRF-HA und pENTR-gus unter LR-
Reaktions-Bedingungen durchgeführt. pENTR-gus ist eine etwa 1,8 kb große 
Plasmid-DNA, die für das gus-Protein kodiert und die als Positivkontrolle für die 
LR-Reaktion dient. Der resultierende Expressionsklon enthält sowohl E.coli- als 
auch eukaryote Translationssignale upstream des gus-Gens, so dass im Falle 
einer korrekten LR-Reaktion eine native gus-Expression in E.coli, Hefe- und 
eukaryoten Zellen erfolgen kann. 
Der entstandene Expressionsklon pEVRF-N3(EGF)-HA wird mittels Hitzeschock 
in DH5α-kompetente E.coli (DB3.1-Zellen) transformiert und die Bakterien nach 
Ausbildung der Antibiotika-Resistenz für Ampicillin auf entsprechendem LB-
Selektivmedium ausplattiert. 
                                            
6
 Der LR CLONASE Enzym Mix wird bei -80°C gelagert. Kurz vor Verwendung wird er auf Eis aufgetaut, 
für etwa 2 Sekunden gemischt, das angegebene Volumen zu jedem Reaktionsansatz gegeben und 
anschließend wieder bei -80°C gelagert. 
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Um zu überprüfen, ob nach der LR-Reaktion der zu klonierende Genabschnitt 
samt HA-Tag [N3(EGF)-HA] in dem neuen Klon enthalten ist, erfolgt eine 
Präparation der DNA aus den transformierten E.coli mit Hilfe des MiniPrep-Kits 
(QIAgen), ein Restriktionsverdau mit den Enzymen Not I und Sal I und eine 
Agarose-Gelanalyse.  
Die Bakterien, die das bei der LR-Fusionsreaktion als Nebenprodukt resultierende 
Plasmid tragen, sind nicht "überlebensfähig", da das Nebenprodukt das ccdB-
"Suizid-Gen" enthält. Außerdem werden die transformierten E.coli auf Ampicillin-
haltigem LB-Medium ausplattiert. Das Nebenprodukt trägt hingegen ein 
Kanamycin-Resistenz-Gen. 
 
Der neu synthetisierte Expressionsklon pEVRF-N3(EGF)-HA wird in Bakterien 
transformiert und mittels des MaxiPrep-Kits (QIAgen) für die nachfolgenden 
Transfektionen in humanen Zellen aufbereitet.  
 
2.2.5  Methoden zur Arbeit mit mRNA 
Die Verarbeitung von RNA erfolgt mit großer Sorgfalt, da RNA aufgrund der 
ubiquitär vorhandenen RNasen leicht degradiert wird. Der Arbeitsplatz wird vorher 
gründlich mit Alkohol gereinigt und die Einmalmaterialien zweimal autoklaviert. 
Alle verwendeten Lösungen, die mit RNA in Kontakt kommen, werden aus den 
entsprechenden Kits verwendet und sind RNase-frei. 
 
RNA-Gewinnung aus Zellen 
Die RNA-Gewinnung aus Zellen erfolgt mit dem RNeasy ™ Mini Kit von QIAgen. 
Eine geeignete Zellzahl (etwa 1x107 Zellen) wird mittels Trypsin aus den 
Zellkulturflaschen gelöst (s.Kapitel 2.2.1), die Lysereaktion durch Zugabe von 
Medium angehalten und die Zellen bei 300 g für 5 Minuten zentrifugiert. Die 
pelletierten Zellen werden in 600 µl RTL-Puffer resuspendiert, in dem die 
Zellmembran zerstört wird. Zum Homogenisieren wird die Suspension auf eine 
QIAshredder™ spin Säule gegeben und für 2 Minuten zentrifugiert (maximale 
Geschwindigkeit einer Tischzentrifuge). Zum Durchfluss kommen 600µl 70%igen 
Ethanols, die durch Pipettieren mit der Suspension vermischt werden. Die 
Suspension kommt in zwei 600µl Aliquots nacheinander auf eine mitgelieferte 
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RNeasy mini Säule, die für 15 Sekunden bei 8000 g zentrifugiert wird. Der 
Durchfluss wird jedes Mal verworfen. Die Säule wird einmal mit 700µl RW-Puffer, 
einmal mit 500 µl RPE-Puffer gewaschen, für 15 Sekunden bei 8000 g 
zentrifugiert und der Durchfluss wieder verworfen. Ein letzter Reinigungsschritt 
erfolgt mit 500 µl RPE-Puffer und zweiminütigem Zentrifugieren (8000 g). Der 
Durchfluss wird verworfen, das Röhrchen noch einmal zentrifugiert und in ein 
sauberes Eppendorfgefäß gestellt. Zur Elution werden nun 30-50 µl RNase-freies 
Wasser auf die Säule pipettiert und durch einminütiges Zentrifugieren bei 8000 g 
im Eppendorfgefäß gesammelt. 
 
Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) 
Bei der RT-PCR wird zunächst mittels einer reversen Transkriptase (RNA-
abhängige DNA-Polymerase) RNA in cDNA umgeschrieben (first strand-
Reaktion). Der zweite Teilschritt besteht aus der eigentlichen Polymerase-
Kettenreaktion (PCR), bei der die cDNA amplifiziert wird. 
In die first-strand-Reaktion werden 200 ng RNA eingesetzt. Hinzu kommen 2,5 µl 
Oligo dT-Primer [50 ng/µl], welcher komplementär zu dem Polyadenosin-Ende 
der mRNA ist. Das Reaktionsvolumen von 12 µl wird mit Aqua dest. erreicht. 
Der Ansatz wird für 10 Minuten bei 70 °C inkubiert und anschließend direkt auf 
Eis gestellt. 
Für die Reaktion werden zugefügt: 
 
   4 µl 5X „first strand“ Puffer 
   2 µl  DTT (0,1 M) 
   1 µl  dNTP (10 mM) 
   0,7 µl  RNase-Inhibitor 
 
Der Reaktionsansatz wird für 2 Minuten auf 42°C erhitzt, bevor 1 µl der RNA-
abhängigen DNA-Polymerase (Superscript II, 200 U/µl) zugegeben wird. 
Die Reaktion läuft für 50 Minuten bei 42°C ab, sie wird durch 15minütiges 
Erhitzen auf 70°C gestoppt. 
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In die  PCR werden 3 µl  der  cDNA  eingesetzt.   Das  Reaktionsvolumen  beträgt  
50 µl. Ein Ansatz sieht wie folgt aus: 
 
 3 µl  cDNA         
 5 µl  dNTPs (Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe)    
 2,5 µl  5’-Primer für die Notch-3-PCR (20 pmol/l) 7    
 2,5 µl  3’-Primer für die Notch-3-PCR (20 pmol/l) 4    
 5 µl  10fach PCR-Puffer   
 1,5 µl  MgCl2 
 0,3 µl  Taq-DNA-Polymerase 
 ad 50 µl Aqua dest   
 
 
Jeder der insgesamt 35 Zyklen gliedert sich in folgende Abschnitte: 
   Denaturierung 60  Sekunden  94°C 
   Annealing  60  Sekunden  56°C 
   Synthese  120  Sekunden 72°C 
 
Die PCR-Proben werden bei 4 °C gelagert. 
 
 
2.2.6   Proteinanalytik und Western blot 
Proteingewinnung aus Zellen (Zelllyse) 
Zelllyse-Puffer  10 ml   RIPA-Puffer 
    1 Tablette „complete, Mini“, Protease-Inhibitoren 
    50 µl   Aktiviertes Sodium-Orthovanadat  
     
    Die Protease- und die Phosphatase-Inhibitoren  
    werden am gleichen Tag zugegeben, an dem  
    der Puffer auch verwendet wird. 
 
Die Zelllyse erfolgt mittels mechanischer und chemischer Zerstörung der 
Zellmembran. Das Zellsediment wird nach der Zellernte in 1 ml des Zelllyse-
Puffers suspendiert und dabei mehrfach mit einer 2 ml-Spritze durch eine Nadel 
auf- und abgezogen. Das Gemisch wird für 15 Minuten bei 4 °C im 
Überkopfschüttler inkubiert und anschließend für 15 Minuten bei 4 °C und 14.000 
                                            
7
 Die nachfolgend aufgeführten Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen (Groningen, 
Niederlande) bezogen.  
Zur weiteren Verarbeitung wurden sie mit Nuklease-freiem Aqua dest. auf eine Konzentration von 100 
pmol/l verdünnt und bei –20°C aufbewahrt.  
 5’-Primer für die Notch-3-RT-PCR: 5’-GGAGGGAGAAGCCAAGTC-3’ 
 3’-Primer für die Notch-3-RT-PCR: 3’-GGGAAAAAGGCAATAGGC-5’ 
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rpm zentrifugiert. Im Sediment befinden sich aufgebrochene Membranen sowie 
partikuläre Bestandteile des Zytosols. Das im Überstand befindliche 
zytoplasmatische Zelllysat steht nun zur Western Blot-Analyse oder für 
Immunpräzipitationen zur Verfügung. 
 
Immunpräzipitation bzw. Ko-Immunpräzipitation  
Für die Immunpräzipitation bzw. Ko-Immunpräzipitation werden Zelllysate 
eingesetzt. Eine schematische Übersicht über den Ablauf der Ko-
Immunpräzipitation gibt die Abbildung 10.  
 
Aufreinigung des Pansorbins 
100 µl Pansorbin werden nach vorherigem Schütteln in ein frisches Eppendorf-
Gefäß mit 1000 µl PBS-Pufferlösung gegeben. Das Reaktionsgemisch wird kurz 
geschüttelt und für 2 Minuten bei 14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der 
Überstand wird verworfen und  das Sediment erneut in 1000 µl PBS-Puffer 
gewaschen. Der Überstand wird verworfen und das pelletierte Pansorbin in 200 µl 
PBS-Puffer aufgenommen. Das gewaschene Pansorbin steht nun für das 
Preclearing und die Immunpräzipitation zur Verfügung. 
 
Preclearing 
Um unspezifisch an Pansorbin gebundene Proteine zu entfernen, wird zunächst 
ein sogenanntes preclearing durchgeführt.  Hierzu werden 400 µl des Zelllysats in 
ein autoklaviertes Eppendorf-Gefäß überführt und mit 40 µl des gereinigten 
Pansorbins versetzt. Außerdem werden noch 4 µl eines unspezifischen IgG1 
dazugegeben. Dieser unspezifische Antikörper (sog. Prä-Immunserum) bindet 
nicht an die Epitope der Zielproteine. Das Eppendorf-Gefäß wird für 30 Minuten 
bei 4 °C im Überkopf-Schüttler inkubiert. Um die an Pansorbin-Partikel über den 
Antikörper unspezifisch gebundene Proteine abzutrennen, wird die Probe für 10 
Minuten bei 14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Im Überstand befindet sich nun 
das gereinigte Zelllysat. 
 
Immunpräzipitation bzw. Ko-Immunpräzipitation 
200 µl des „gereinigten“ Zelllysats werden in eine autoklavierte Eppendorf-
Küvette gegeben und mit 2 µl des unverdünnten Antikörpers, mit dem 
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immunpräzipitiert werden soll, versetzt. Die Küvette wird mit Parafilm umklebt und 
über Nacht bei 4°C (Kühlraum) im Überkopfschüttler inkubiert. 
Die Pansorbin-Partikel werden erneut gewaschen (siehe oben) und 20 µl davon 
zu der Probe gegeben. Die Suspension wird für 1 Stunde bei 4 °C im 
Überkopfschüttler inkubiert und zentrifugiert (14.000 rpm, 4°C, 3 Minuten), um die 
Pansorbin-Partikel samt Antikörper und gebundenen Proteinen sedimentieren zu 
lassen. Der Überstand wird verworfen, das Sediment in 1000 µl RIPA-Puffer 
resuspendiert und die Probe in eine neue Eppendorf-Küvette überführt. Die Probe 
wird zentrifugiert (14.000 rpm, 4°C, 3 Minuten), der Überstand abzentrifugiert und 
das Sediment in 1000 µl RIPA-Puffer resuspendiert. Diese Waschschritte werden 
insgesamt acht Mal wiederholt.   
Nach der letzten Zentrifugation wird das Sediment in 50 µl 2X-Probenpuffer für 
Western-Blot aufgenommen. Die Proben werden für 3 Minuten im Thermoblock 
auf 95°C erhitzt, um die enthaltenen Bestandteile, Proteine, Antikörper und 
Pansorbin-Partikel, zu denaturieren. Anschließend wird die Probe kurz 
zentrifugiert, um die Pansorbin-Partikel absinken zu lassen. Der Überstand wird 
zur  SDS-Gelelektrophorese eingesetzt. Bis zur weiteren Verwendung werden die 
Proben für kurze Zeit auf Eis gelagert. 
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Abbildung 10: Schematische Übersicht über den Ablauf der Ko-Immunpräzipitation 
Abkürzungen:  I.P.-Ak = Immunpräzipitations-Antikörper; Z = Zentrifugation 
 
 
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese, Coomassie-Färbung, Western blot 
Puffer: 
 
Coomassie-Entfärbelösung 40 % (v/v) Methanol 
     10 % (v/v) Essigsäure 
 
Coomassie-Färbelösung  0,1 % (w/v) Coomassie Blue R-250 
     40 % (v/v) Methanol 
     10 % (v/v) Essigsäure 
 
2X-Probenpuffer für SDS-PAGE (reduzierend)   
     500 mM Tris-HCl, pH 6,8   
20 % (w/v) Glyzerin 
10 % (w/v) SDS 
500 mM EDTA  
1 % (w/v) Bromphenolblau 
10 % (w/v) Beta-Mercaptoethanol  
4X-Sammelpuffer (für SDS-PAGE)    
0,5 M  Tris-HCl, pH 6,8 
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SDS-Elektrodenpuffer   30 g/l  Tris, pH 8,3  
    144 g/l Glyzin   
     10 g/l  10 %ige SDS-Stammlösung 
 
Stripping-Puffer   62,5   Tris-HCl, pH 6,7 
     2 %  SDS 
     780 µl/100 ml Beta-Mercaptoethanol  
      
Transfer-Puffer      25 mM Tris Base    
190 mM Glyzin     
     20 % (v/v) Methanol 
 
4X-Trennpuffer (für SDS-PAGE) 
1,5 M  Tris Base, pH 8,8       
 
TTBS (Tris-gepufferte Salzlösung/Tween-20)   
     1 M  Tris-HCl, pH 8,0 
     5 M  NaCl      
     25 % (v/v) Tween-20 
 
Zur Detektion der Proteine werden diese in einem denaturierenden SDS-
Polyacrylamid-Gel mittels Elektrophorese (die sogenannte SDS-PAGE) 
aufgetrennt. Das Gel besteht aus einem oberen Teil, in dem die Proben 
gesammelt werden (Sammelgel) und einem unteren Teil, dem so genannten 
Trenngel. 
Die SDS-PAGE wurde mit einem Biorad-Gelelektrophorese-System durchgeführt.  
Nach gründlicher Reinigung der Glasplatten mit Aqua dest. und 70%iger 
Ethanollösung werden die zwei getrockneten Platten gegeneinander in die 
Apparatur zum Gießen der Gele eingespannt. 
Zunächst wird entsprechend den Angaben aus Tabelle 6 das 10 %ige Trenngel 
hergestellt und bis etwa 1 cm unterhalb des oberen Randes der Glasplatte 
eingefüllt. Das Trenngel wird mit Aqua dest. überschichtet, um eine ebene 
Geloberfläche zu erhalten. Die Polymerisation des Gels dauert etwa 30 Minuten. 
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Anzahl der Gele 2 4 
Volumen 
 ca.10 ml ca. 20 ml 
 Aqua dest. 4 ml 8 ml 
 Resolving Puffer 2,5 ml 5 ml 
 SDS 10% 100 µl 200 µl 
 Acryl-/Bisacrylamid 30% 3,4 ml 6,8 ml 
 TEMED 10 µl 20 µl 
 APS 10% 100 µl 200 µl 
 
Tabelle 6: Ansätze für Trenngele 
 
Das überschichtete Wasser wird abgegossen bzw. mit einem Filterpapier 
abgesogen. Nun wird das Sammelgel gemäß Tabelle 7 angesetzt und auf das 
polymerisierte Trenngel gegossen sowie der Biorad-Kamm zur Ausbildung der 
Geltaschen eingesetzt. Die Polymerisation des Trenngels dauert ebenfalls ca. 30 
Minuten.  
 
Anzahl der Gele 2 4 
Aqua dest. 2,4 ml 4,8 ml 
Stacking Puffer 1,0 ml 2,0 ml 
SDS 10% 40 µl 80 µl 
Acryl-/Bisacrylamid 30% 520 µl 1040 µl 
TEMED 5 µl 10 µl 
APS 10% 50 µl 100 µl 
 
Tabelle 7: Ansätze für Sammelgele 
 
 
Nach der Polymerisation des Sammelgels werden die Glasplatten mit den 
gegossenen Gelen aus der Apparatur entnommen, in die Gelelektrophorese-
Apparatur eingespannt und in die Elektrophoresekammer eingesetzt. Die 
Geltaschen werden mit SDS-Elektrodenpuffer ausgespült und die Kammer 
anschließend mit dem Puffer bis zum oberen Rand gefüllt. Die Geltaschen 
werden mit den aufzutrennenden Proben (z.B. immunpräzipitiertes Zelllysat) 
befüllt. Maximal sind die Geltaschen mit 20 µl beladbar.  
Die Gelkammer wird an ein Spannungsgerät angeschlossen (100-150 V) und die 
SDS-Gelelektrophorese gestartet. Anschließend werden die Glasplatten mit den 
Gelen aus der Apparatur entnommen, die vordere Glasplatte mitsamt dem oberen 
Sammelgel entfernt und die hintere Glasplatte mit dem aufliegenden Trenngel 
kurz in Transferpuffer gelegt.  Das Gel kann nun nach Coomassie gefärbt (s.u.) 
oder für den Transfer auf eine Nitrocellulose-Membran vorbereitet werden. 
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Coomassie-Färbung 
Die Coomassie-Färbung dient dem Sichtbarmachen der im SDS-Gel 
aufgetrennten Proteine, die als blaue Banden erscheinen. Es wird z.B. eingesetzt, 
um die Reinheit von rekombinant hergestelltem Protein nachzuweisen. 
Das Gel wird nach der SDS-PAGE für 30 Minuten in einer großen Petrischale in 
20ml Coomassie-Färbelösung gelegt. Die Inkubation in der Entfärbelösung erfolgt 
ebenfalls über 30 Minuten. Gegebenenfalls muss die Entfärbelösung mehrfach 
gewechselt werden, um den Hintergrund zu verringern und so die auf dem Gel 
angefärbten Proteinbanden sichtbar zu machen.  
 
Western blot 
Der Western-Blot erlaubt das spezifische Erkennen von Proteinen mittels 
Antikörper. Zu diesem Zweck werden die im Gel aufgetrennten Proteine auf eine 
Nitrocellulose-Membran geblottet. 
Gemäß Tabelle 8 wird der Transfer der aufgetrennten Proteinfraktionen von dem 
SDS-Gel auf eine Nitrocellulose-Membran vorbereitet: 
 
 
 
 
Kathode 
Schwamm 
Whatman-Filter 
Nitrozellulose-Membran 
SDS-Gel 
Whatman-Filter 
Schwamm 
Anode 
 
 
Tabelle 8: „Sandwich“-Aufbau beim Transfer von Proteinen  
auf eine Nitrozellulosemembran 
 
Die Proteine werden bei 100 V und 4°C über 90 Minuten auf die 
Nitrozellulosemembran transferiert. Anschließend wird die Nitrozellulosemembran 
in TTBS-Puffer gewaschen, die Membran in 5%iger Magermilchlösung bei 
Raumtemperatur über 2 Stunden geblockt und anschließend drei Mal jeweils 10 
Minuten in TTBS-Puffer gewaschen. 
Der 1. Antikörper (mono- oder polyklonal) wird in TTBS-Puffer verdünnt für 6-8 
Stunden auf die Nitrozellulosemembran gegeben. Nach erneutem Waschen der 
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Membran (drei Mal jeweils 10 Minuten in TTBS-Puffer) wird der Peroxidase-
gekoppelte Sekundär-Antikörper in TTBS-Puffer auf die Membran gegeben und 
für 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wird die Membran 
wiederum drei Mal für jeweils 10 Minuten in TTBS-Puffer gewaschen. Die 
Entwicklung des Blots erfolgt mit Hilfe des ECL-Systems (Amersham).  
 
Stripping 
Um Membranen nochmals mit einem anderen Antikörper untersuchen zu können, 
wird die Nitrozellulose-Membran kurz in TTBS-Puffer gewaschen und dann für 30 
Minuten in Stripping-Puffer (inkl. Beta-Mercaptoethanol) bei 65 °C inkubiert und 
drei Mal für jeweils 10 Minuten in TTBS-Puffer gewaschen.  
 
Sekretionsstudien 
Die Generierung von Membran-abgeschnürten Mikrovesikeln erfolgt in Anlehnung 
an das Protokoll von Mack et al. (2000) mit Ratten-Mesangialzellen, die zuvor 
stabil mit einem Hämagglutin (HA)-markierten YB-1-Plasmid transfiziert worden 
waren (TetOff-System, Invitrogen). Als Kontrolle dienen Mesangialzellen, die nur 
ein HA-Tag enthalten (siehe Abbildung 11).  
Zunächst werden die Zellen in Sechsloch-Platten ausgesät und mit 3ml RPMI-
Medium sowie den im Tet-Off-System eingesetzten Antibiotika versetzt, d.h. 
jeweils 20 µl Hygromycin, 40 µl Geneticin G418 und 20 µl Doxyzyklin pro 10 ml 
Medium. Nach Inkubation der Zellen über 48 Stunden wird das Medium 
abgenommen und die Zellen werden in 3 ml PBS gewaschen, anschließend mit 1 
ml frischem PBS und mit PDGF-BB in einer Konzentration von 20 ng/ml über 1 
bzw. 4 Stunden bei 37°C inkubiert. Der PDGF-BB-haltige PBS-Puffer wird 
vorsichtig abgenommen und über 10 Minuten bei 500 xg zentrifugiert, um 
eventuell mit abgenommene Zellen absinken zu lassen. Der Überstand (Ü1) wird 
in eine frische Eppendorf-Küvette überführt und findet im Folgenden für die 
Aufreinigung der Mikrovesikel mit Hilfe mehrerer sequenzieller 
Zentrifugationsschritte Verwendung. Jeweils 50 µl des Überstandes werden für 
eine Messung der Laktatdehydrogenase (LDH) als Zelllyse-Parameter 
zurückbehalten und 50 µl werden mit 50 µl SDS-Probenpuffer versetzt und im 
Western blot untersucht. 
  69 
 
Das verbleibende Volumen des Überstandes Ü1 wird in einer weiteren 
Zentrifugation (30 Minuten, 4°C, 30.000 g) aufgetrennt. Der hierdurch gewonnene 
Überstand Ü2 wird abgenommen und im Verhältnis 1:1 mit dem 2fachen 
Probenpuffers für die SDS-PAGE versetzt. Das Pellet P wird in 50 µl 2X 
Probenpuffer für SDS-PAGE aufgenommen. Hierin befinden sich die während der 
ein- bzw. vierstündigen Inkubation von der Zellmembran abgeschnürten 
Mikrovesikel. Für die SDS-Gelelektrophorese und Western Blot-Analyse werden 
von allen Proben jeweils 20 µl eingesetzt. 
 
 
 
Abbildung 11: Schema der Aufbereitung von Mikrovesikeln  
im Rahmen der Sekretionsstudien 
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Biotinylierung von Oberflächenproteinen 
Die Biotinylierung von an der Zellmembran gebundenen Proteinen erlaubt deren 
Darstellung im Western blot. Sie erfolgt nach einem Protokoll von Karlström et al. 
(2002). 
Zunächst werden HEK293T-Zellen mit einem GFP-Tag markiertem YB-1-Plasmid 
und einem für das Volllängenprotein von Notch-3 kodierenden Plasmid nach der 
oben beschriebenen Calciumphosphat-Methode in 75 cm2-Zellkulturflaschen 
transfiziert. Parallel erfolgen Kontrollansätze, bei denen jeweils nur eines der 
beiden Proteine und ein Leervektor transfiziert werden. Nach 48 Stunden werden 
die Zellen vom Boden der Kulturflasche abgespült und zweimal in eiskaltem PBS-
CM-Puffer gewaschen bzw. zentrifugiert (800 rpm, 4°C, 10 Minuten). Nach dem 
letzten Zentrifugationsschritt werden die Zellen bis zur weiteren Verarbeitung in 
einem 1,5 ml-Eppendorfgefäß auf Eis gestellt. 
Es wird 1 mg Biotin (D-Biotin-ε-Aminocaproicsäure-N-hydroxysuccinitester) in 10 
µl DMSO gelöst (die erforderliche Menge an Biotin wird zunächst in einem 
Eppendorf-Reagiergefäß abgewogen und gekühlt). Diese Lösung wird in 990 µl 
eiskaltem PBS-CM aufgenommen, so dass die Biotin-Konzentration 1 mg/ml 
entspricht. Anschließend werden die Zellen mit dem in PBS-CM gelösten Biotin 
versetzt. Die Bindung des Biotins an die Oberflächenproteine läuft über 15 
Minuten bei 4°C im Überkopfschüttler ab. Anschließend werden die Zellen bei 
800 rpm für 10 Minuten sedimentiert und der Überstand verworfen. Das Pellet 
wird in 50 mM Glyzin in PBS-CM resuspendiert und für 10 Minuten auf Eis 
inkubiert, um die Biotinylierungsreaktion zu stoppen.  
Anschließend erfolgt die Lyse der Zellen, eine Anreicherung der 
Oberfächenproteine durch Immunpräzipitation sowie eine Western blot-Analyse 
(s.o.). Hierbei wird Streptavidin zur Detektion eingesetzt, durch dieses werden 
alle zuvor biotinylierten Proteine erkannt. 
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Abbildung 12: Schema zur Biotinylierung von Oberflächenproteinen 
 
 
2.2.7 Immunhistochemische Färbung von Schnittpräparaten aus Rattennieren 
Puffer und Substrate: 
ABC-Komplex   pro Küvette (Schnitt) werden angesetzt: 
100 µl BSA-Lösung des Vectastain ABC-Kits 
2 µl Lösung A des Vectastain ABC-Kits  
     2 ml  Lösung B des Vectastain ABC-Kits  
 
DAB-Substat    pro Küvette (Schnitt) werden angesetzt: 
     0,3 g  Tris-base 
     ad 50 ml Aqua dest. 
pH auf 7,6 einstellen. 3 Tabletten DAB-Substrat 
zugeben (besondere Vorsicht ist wegen dessen 
Kanzerogenität geboten). 30 Minuten 
lichtgeschützt bei Raumtemperatur rühren 
lassen. 
Die Aktivierung des DAB-Substates erfolgt 
unmittelbar vor Verwendung durch Zugabe von 
30ml Wasserstoffperoxid  (H2O2 30 %). Die 
Lösung bleibt für etwa 10 Minuten aktiv. 
 
Magermilchlösung (2%)  1 g   Magermilch-Trockenpulver 
     ad 50 ml PBS-Puffer 
   
Methanol/H2O2-30%  870 ml Methanol 
     30 ml  Wasserstoffperoxid (H2O2 30 %) 
 
Zitratpuffer (pH 6,0)   2 g   Zitronensäure 
     ad 1000 ml  Aqua dest. 
     pH-Wert auf 6,0 einstellen. 
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In männlichen Wistar-Ratten (Charles River Wiga, GmbH, Sulzfeld) wird durch 
intravenöse Injektion des monoklonalen Anti-Thy1.1.-Antikörpers (1 mg/kg 
Körpergewicht; Klon OX-7, European Collection of Animal Cell Cultures, 
Salisbury, UK) die Anti-Thy1.1-Nephritis induziert (nach: Floege et al., 1999). Die 
Tiere werden am Tag 4, 7 und 9 nach Krankheitsinduktion getötet und die Nieren 
entnommen, als entsprechende Kontrollen kommen unbehandelte Ratten zur 
Anwendung. Die Nieren werden in 10%igem Formalin fixiert und in Paraffin 
gebettet. Es werden Schnitte von je 5 µm Dicke angefertigt. Die Schnitte werden 
in Plastikküvetten gestellt und für 20 Minuten in einer Xylol-Lösung vom Paraffin 
befreit. Anschließend erfolgt die „Rehydrierung“ der Präparate in Ethanol. Hierzu 
werden die Küvetten zunächst zweimal kurz in ein 100%iges Ethanolbad, dann 
jeweils einmal in ein 96%iges bzw. 70%iges Ethanolbad getaucht. Die Schnitte 
werden für 60 Sekunden mit fließendem Wasser gewaschen, woraufhin der 
eigentliche Färbevorgang beginnt, der ebenfalls in Plastikküvetten durchgeführt 
wird. Die Schnitte werden für 25 Minuten in Methanol/H2O2 (30 %) getaucht und 
60 Sekunden lang mit fließendem Wasser gespült. Das Wasser wird aus der 
Küvette abgenommen und diese mit PBS-Puffer gespült. Die Schnitte werden aus 
der Küvette entnommen und in eine neue Küvette mit Zitratpuffer (pH 6,0) 
gestellt. Sie werden hierin 7 Minuten lang in der Mikrowelle bei 600 Watt 
behandelt, um Epitope freizusetzen. Hierbei ist darauf zu achten, dass die 
Präparate stets mit Zitratpuffer bedeckt bleiben. Anschließend lässt man die in 
den Zitratpuffer eingelegten Schnitte 20 Minuten lang trocknen. Der Zitratpuffer 
wird im Anschluss durch PBS ersetzt.   
Als Erstantikörper wird der gegen die extrazelluläre Domäne von Notch-3 
gerichtete monoklonale 1E4-Antikörper (Ak1) in einer Verdünnung von 1:5 
eingesetzt. Dies erfolgt in 2 %iger Magermilchlösung. Auf jeden Schnitt werden 
50 µl des verdünnten Antikörpers gegeben und die Präparate über Nacht in den 
Plastikküvetten in eine feuchte Kammer bei 4°C gestellt. Daraufhin wird die 
Kammer auf Raumtemperatur angewärmt und die Schnitte werden mit PBS 
gewaschen. Als Sekundärantikörper wird ein in Ziegen hergestellter Peroxidase-
konjugierter anti-Maus-Antikörper in einer Verdünnung von 1:500 (ebenfalls in 2 
%iger Magermilchlösung) eingesetzt. Die Präparate werden in 50 µl des 
Sekundärantikörpers für 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Schnitte 
werden erneut mit PBS gewaschen und in eine PBS-gefüllte Küvette gestellt. 50 
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µl des ABC-Komplexes werden auf jede Küvette gegeben und diese in einer 
geschlossenen Kammer bei Raumtemperatur 30 Minuten inkubiert. Die Kammer 
wird geöffnet, die Küvetten mit PBS gewaschen und der PBS-Puffer vorsichtig 
abgegossen. 200 µl des aktivierten DAB-Substats werden zu jedem Schnitt 
gegeben und die Schnitte für 5 Minuten darin inkubiert. Die Schnitte werden in 
den Küvetten dreimal mit sterilem Wasser gewaschen. Nach dem letzten 
Waschschritt wird das Wasser vorsichtig abgegossen und die Küvette für 15 
Sekunden mit steril filtrierter Hämalaun-Färbelösung gegengefärbt. Die 
Blaufärbung der Präparate wird erreicht, indem die Küvetten 5 Minuten unter 
fließendes Wasser gehalten werden. Die Schnitte werden zur Dehydrierung 
jeweils kurz in aufsteigend konzentrierte Ethanolbäder getaucht - zunächst in 
70%, dann in 96%, schließlich in 100% Ethanol - und dann für 20 Minuten in Xylol 
gestellt.  
Abschließend werden die Schnitte einzeln mit einem Tropfen Histoclear auf 
einem Objektträger eingedeckt, die überschüssige Flüssigkeit verdampft unter der 
sterilen Arbeitsbank. Die Präparate werden mit einem Deckgläschen überdeckt 
und stehen nun für die lichtmikroskopische Betrachtung zur Verfügung.   
 
 
2.2.8 Indirekte Immunfluoreszenz 
Puffer X PBS-CM mit Zusatz von 
 0,1 %   Triton X-100 
    0,2 %   BSA 
    Dieser Puffer wird vor jedem Gebrauch frisch  
    angesetzt und muss nicht sterilisiert werden. 
 
Für die indirekte Immunfluorszenz werden autoklavierte Deckgläschen in 
Sechslochplatten ausgelegt, bevor die Zellen ausgesät werden. Für die Versuche 
am konfokalen laser scanning Mikroskop werden die Zellen mit GFP-YB-1 bzw. 
GFP als Kontrolle und mit einem Volllängen-Notch-3-Vektor mit  FuGENE6 
transfiziert. Nach 48 Stunden werden die Zellen weiterverarbeitet. Das Medium 
wird abgesaugt und die Zellen werden zweimal mit PBS gewaschen, mit 4%igem 
Paraformaldehyd in PBS für 30 Minuten bei 37 °C unter Lichtschutz fixiert und 
anschließend einmal mit PBS-CM gewaschen. Danach werden die 
Zellmembranen mit 0,1 % Triton X-100 in PBS-CM für 5 Minuten aufgeschlossen. 
Um die aktiven Gruppen des Paraformaldehyds unschädlich zu machen und eine 
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unspezifische Antikörperbindung zu verhindern, werden die Zellen für 5 Minuten 
mit 50 mM Ammoniumsulfat und 1 % Triton X-100 in PBS-CM inkubiert und 
wiederum mit 0,1 % Triton X-100 in PBS-CM gewaschen. 
Unspezifische Bindungen werden durch Inkubation mit PBS-CM + 0,1 % Triton X-
100 + 0,2 % BSA (Puffer X) für 30 Minuten geblockt, anschließend erfolgt erneut 
ein Waschschritt mit 0,1 % Triton X-100 in PBS-CM. 
Für die konfokale laser scanning Mikroskopie werden der gegen den Amino-
Terminus von Notch-3 gerichtete Antikörper Ak1 (1:5) und der gegen den 
intrazellulären Abschnitt von Notch-3 gerichtete Antikörper Ak2 (1:50) verwendet. 
Die Verdünnung der Antikörper erfolgt in Puffer X. 70 µl der Lösungen werden auf 
jedes Deckgläschen gegeben. Die Sechslochplatten werden in einer feuchten 
Kammer bei Raumtemperatur für 30 Minuten mit dem Antikörper inkubiert. Bei 
den Lokalisationsstudien werden für die letzten 5 Minuten vor dem nachfolgenden 
Waschschritt zusätzlich DAPI (Kernfärbung) und FITC-markiertes Phallodin 
(Zytoplasmafärbung) zugegeben. Anschließend werden die Zellen zweimal mit 
Puffer X gewaschen. Der zweite Antikörper (Rhodamin-markierter Sekundär-
antikörper) wird 1:50 in Puffer X verdünnt und 100 µl der Verdünnung werden auf 
die Deckgläschen gegeben. Die Sechslochplatten werden in einer feuchten 
Kammer bei Raumtemperatur für 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Der zweite 
Antikörper wird mit Puffer X heruntergewaschen, die Zellen werden zwei weitere 
Male mit Puffer X gewaschen und anschließend einmal mit PBS-CM. Die Deck-
gläschen werden vorsichtig entnommen, bei Raumluft getrocknet und mit 
Immumount eingebettet, um sie anschließend unter dem Mikroskop auszuwerten. 
Die laser scanning Mikroskopie erfolgte am Mikroskop des Typs Axiovert M100 
der Firma Zeiss und wurde im Institut für Biochemie, RWTH Aachen (Univ.-Prof. 
Dr. rer. nat. Peter C.Heinrich) durchgeführt.  
Der Blendendurchmesser wird auf 1 µm eingestellt. Das GFP-Protein wird mit 
einer Wellenlänge von 488 nm angeregt, die Detektion erfolgt mittels eines FITC-
Filters in einem Wellenlängenbereich zwischen 500 nm und 540 nm. Der 
Rhodamin-markierte Antikörper wird mit 543 nm Wellenlänge angeregt, die 
Detektion mittels eines Rhodamin-Filters erfolgt im Bereich von 550 bis 600 nm. 
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2.2.9 Luziferase-Assay 
Lyse-Puffer 25 mM  Trisphosphonat 
 2 mM  Dithiothreitol 
2 mM  1,2-Diaminocyclohexan-N,N,N’,N’-
Tetraessigsäure 
 10 % (v/v) Glyzerin 
 1 %  Triton X-100  
 
Die Messung der Luziferase-Aktivität erfolgt mit dem Luziferase Assay System 
(Promega) nach der durch Brasier et al. (1989) beschriebenen Methode.  
Pro Ansatz werden 2 - 3 x 105 Zellen in Sechsloch-Platten ausgesät und 24 
Stunden später nach der oben beschriebenen Calciumphosphat-Methode mit 1 
µg Luziferase-Konstrukt/Ansatz transfiziert. Nach 48 Stunden wird das 
Kulturmedium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und mit 400 µl Lyse-Puffer 
für 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. (Bei dem Kokultur-Versuch – siehe 
Abb. 27 – werden die Zellen 24 Stunden nach der Transfektion mit je 500 µl PBS-
EDTA abgelöst und Liganden- sowie Rezeptoren-tragende Zellen für weitere 24 
Stunden in 1,5 ml konditioniertem Medium (von zuvor mit GFP bzw. YB-1-GFP-
transfizierten und durch PDGF-BB stimulierten HEK293T-Zellen) ko-kultiviert. 
(Wie im Ergebnisteil angegeben wird bei einigen Versuchen rekombinant 
hergestelltes YB-1 in einer Konzentration von 50 ng/ml zugefügt.) Anschließend 
werden die Zellen abgeschabt und zentrifugiert (4000 g, 5 Minuten). 10 µl des 
Zelllysats werden in einem sterilen Falcon mit 50 ml Luziferase-Reagenz versetzt, 
wodurch die von der Luziferase katalysierte Reaktion gestartet wird. Die 
Luziferase des Leuchtkäfers photinus pyralis (firefly luciferase) oxidiert ihr 
Substrat Luziferin zu Oxyluziferin. Bei dieser Reaktion wird Licht emittiert. 
Normalerweise verläuft diese Reaktion über das Enzymintermediat Luziferyl-AMP 
und klingt sehr schnell ab. Wird jedoch Coenzym A (CoA) zugegeben, so entsteht 
Luziferyl-CoA. Die Reaktion erreicht nach wenigen Sekunden ihr Maximum und 
bleibt über einen Zeitraum von 60 Sekunden stabil. Mit dem Luminometer wird die 
Lumineszenz über 10 Sekunden gemessen.  
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3 E r g e b n i s s e  
 
 
3.1 Expression von Notch-3 in Nierenzellen  
 
Das Expressionsmuster der Notch-Rezeptoren und ihrer Liganden ist für 
verschiedene adulte Geweben epithelialer, endothelialer und mesenchymaler 
Herkunft beschrieben. Über die Expression von Notch-3 in adulten Nierenzellen 
existieren jedoch keine publizierten Daten. Joutel et al. beobachteten, dass 
Notch-3 in Zellen der glatten Gefäßmuskulatur in unterschiedlichen Organen, 
unter anderem auch in kleineren Nierengefäßen, immunhistochemisch 
nachweisbar ist (2000).  
Um die nachfolgend dargestellte Wechselwirkung zwischen Notch-3 und dem Y-
box-bindenden Protein-1 (YB-1) näher zu charakterisieren, wurde zunächst die 
Expression von Notch-3 in Zellkulturlinien renaler Herkunft bzw. in Rattennieren 
in vivo untersucht (Abb. 13).  
Hierzu wurde zunächst die Gesamt-RNA aus verschiedenen Zellkulturlinien – 
humanen embryonalen Nierenzellen (HEK293T), Tubuluszellen (HK-2) und 
humanen Mesangialzellen (hMC) – isoliert und mittels RT-PCR in cDNA 
umgeschrieben. Die cDNA wurde mit spezifischen Notch-3-Primern amplifiziert 
und im Agarose-Gel visualisiert. Abbildung 13A zeigt, dass in allen drei 
getesteten Zelllinien mRNA für Notch-3 vorliegt. Für HEK293T- bzw. stabil mit 
Notch-3 transfizierte HEK293-Zellen wurde ein entsprechender Nachweis der 
intrazellulären Notch-3-Proteindomänen im Immunoblot gezeigt (Abb. 13B). In 
Zelllysaten ließ sich der transmembranär-intrazelluläre Rezeptorabschnitt (etwa 
97 kDa) nachweisen, erwartungsgemäß in den stabil transfizierten Zellen in 
größerer Menge.   
In einem nächsten Schritt führte ich immunhistochemische Expressionsstudien 
bezüglich endogenem Notch-3 in gesunden Rattennieren anhand eines gegen 
die extrazelluläre Domäne von Notch-3 gerichteten, monoklonalen Antikörpers 
durch. Im Gegensatz zu der von Joutel et al. beschriebenen Notch-3-Lokalisation 
ausschließlich in Gefäßmuskelzellen zeigten unsere Färbungen eine Expression 
zudem in Tubulus- und Sammelrohrzellen. In den Tubuluszellen ergab sich ein 
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vornehmlich basal-membranäres Verteilungsmuster für Notch-3 (Abb. 13C). In 
den Glomeruli gesunder Rattennieren war Notch-3 nicht nachweisbar (Abb. 13D). 
 
 
 
Abbildung 13: Expressionsmuster von Notch-3 in kultivierten Zellen und in vivo 
(A) Aus HEK293T-, HK-2- und humanen Mesangialzellen (hMC) wurde Gesamt-RNA 
isoliert und in cDNA umgeschrieben. Anschließend erfolgte eine RT-PCR mit 
spezifischen Primern für Notch-3. Die cDNA von Notch-3 wurde im Agarose-Gel 
detektiert.   
(B) Zelllysate der in dieser Arbeit verwandten humanen embryonalen Nierenzellen 
HEK293T bzw. stabil mit dem Volllängen-Notch-3-Rezeptor transfizierte HEK293-Zellen 
(HEK293-N3) wurden im Western Blot mittels eines polyklonalen Anti-Notch-3-
Antikörpers, der gegen die intrazelluläre Rezeptordomäne (ICN3) gerichtet ist, auf ihre 
Notch-3-Expression hin untersucht. 
(C) Mittels eines monoklonalen, gegen den extrazellulären Rezeptoranteil von Notch-3 
gerichteten Antikörpers ließ sich endogenes Notch-3 in Tubulus- und Sammelrohrzellen 
gesunder Rattennieren detektieren; Notch-3 lag in diesen Zellen vor allem an der basalen, 
lumenfernen Membran vor.  
(D) Im Glomerulum einer gesunden Rattenniere war Notch-3 nicht nachweisbar. 
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Unter pathophysiologischen Bedingungen, die mit einer gesteigerten 
Zellproliferation einhergehen, z.B. im Rahmen des remodellings verletzter 
Gefäße, kommt es zu einer Zunahme der Expression der Notch-Rezeptoren und 
ihrer Liganden (Linder et al., 2001; Nijar et al., 2002).  
In der Niere stellt die mesangioproliferative Glomerulonephritis einen Subtyp 
glomerulärer Erkrankungen dar, bei dem sowohl inflammatorische wie auch 
proliferative Prozesse im glomerulären Kompartiment zu beobachten sind. Es 
wird angenommen, dass ein Stimulus die Glomerulonephritis durch Triggerung 
einer Autoimmunantwort induziert, in deren Folge Immunkomplexe gebildet 
werden, die sich an den Glomeruli ablagern bzw. eine zellvermittelte 
Immunantwort auftritt (Couser, 1998; Vinen and Oliveira, 2003). Während der 
akuten Phase der Erkrankung, werden  proinflammatorische Zytokine produziert 
(Vinen and Oliveira, 2003). Die zweite Phase ist als Antwort der residenten, 
glomerulären Zellen auf die proinflammatorischen Mediatoren zu verstehen. Es 
kommt zur Zellproliferation und zur Überproduktion der extrazellulären Matrix, 
welche über einen Verlust der Filteroberfläche und erhöhten glomerulären Druck 
in den verbliebenen Nephronen zur glomerulären Sklerose, chronischen 
interstitiellen Fibrose und fortschreitenden Nierenschädigung führen kann 
(Couser and Johnson, 1994).  
Die Antikörper-induzierte Anti-Thy1.1-Nephritis stellt ein etabliertes Tiermodell 
einer mesangioproliferativen Glomerulonephritis in Ratten dar. Erst kürzlich 
konnte ein charakteristisches Expressionsmuster für YB-1 im zeitlichen Verlauf 
dieser Erkrankung gezeigt werden (van Royen et al., 2005; siehe auch Abb. 14). 
Hier zeigte sich, dass YB-1 während der proliferativen Phase (ab Tag 6) der 
Nephritis vermehrt in den Glomeruli der kranken Tiere nachweisbar ist. Wie in 
Abbildung 14 zu sehen ist, zeigte auch die Expression von Notch-3 ein 
vornehmlich mesangiales Verteilungsmuster im Krankheitsverlauf. In den 
Glomeruli gesunder Rattennieren war Notch-3 nicht detektierbar (Abb. 13D). 
Während am Tag 4 nach Krankheitsinduktion Notch-3 vor allem in periglomerulär 
lokalisiert war, erreichte die Expression innerhalb des Glomerulums ein 
Maximum am Tag 9, dem Höhepunkt der proliferativen Aktivität im 
Krankheitsverlauf. Es ist davon auszugehen, dass die Notch-3-exprimierenden 
Zellen ihrer Morphologie nach am ehesten aktivierten mesangialen 
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Mesangialzellen entsprechen. Im weiteren Verlauf bis zur Restitutio nahm die 
Notch-3-Expression im glomerulären Kompartiment wieder ab. 
Die Daten belegen eine zeitliche Korrelation der YB-1- und Notch-3-Expression 
im Verlauf der Anti-Thy1.1-Nephritis.    
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Abbildung 14: Expression von YB-1 und Notch-3 im zeitlichen Verlauf der Anti-
Thy1.1 Nephritis 
(A) Rattennieren wurden nach Induktion der Anti-Th1.1 Nephritis durch intravenöse 
Applikation eines monoklonalen Anti-Thy1.1-Antikörpers zu verschiedenen Zeitpunkten 
(Tage 1, 7 und 9) nach Krankheitsinduktion entnommen, Methacarn-fixiert und mit einem 
monoklonalen Anti-YB-1- bzw. einem polyklonalen, gegen die intrazelluläre 
Rezeptordomäne von Notch-3 gerichteten Antikörper immunhistochemisch gefärbt. 
(B) Mit einem irrelevanten Immmunglobulin des gleichen Subtyps (IgG1) in gleicher 
Konzentration durchgeführte Kontrollfärbungen (Glomerulum, Tag 7) blieben negativ.                                                                                            
 
 
 
 
3.2 Charakterisierung des im two hybrid-System gefundenen 
 Proteinabschnitts von Notch-3 als Interaktionspartner von YB-1 
 
In einem vorab durchgeführten two hybrid screen (siehe Promotionsarbeit von 
Dr. med. Björn C. Frye) wurde das Rezeptorprotein Notch-3 als 
Interaktionspartner des Y-box Proteins-1 (YB-1) identifiziert.  
Hierzu wurde die cDNA von Volllängen-YB-1 und einem C-terminal trunkierten 
YB-1 (∆YB-1) aus einer cDNA-Bibliothek aus Mesangialzellen amplifiziert und in 
den Ködervektor des two hybrid-Systems (pDBLeu-Plasmid) eingebaut. 
Außerdem wurde die cDNA-Bibliothek humaner immortalisierter Mesangialzellen 
in den Opfervektor pMAB86 kloniert. cDNA-Bibliotheken enthalten im Gegensatz 
zu genomischen Bibliotheken nur die  kodierende cDNA der Proteine, die von 
einer bestimmten Zelllinie exprimiert wird. Die getestete cDNA-Bibliothek enthielt 
1 x 107 unabhängige Klone mit einer durchschnittlichen Insertgröße von 1,5 kB 
im Restriktionsverdau.  
Für die Testung der Bibliothek mit pDBLeu-YB-1 bzw. pdBLeu-∆YB-1 wurden 1,6 
x 106 bzw. 4,1 x 106 Hefezellen mit den genannten Vektoren und cDNA-
Plasmiden transformiert. Unter den gewachsenen Klonen wurden die 
Positivklone anhand der Selektionskriterien des two hybrid-Systems identifiziert. 
Ein Klon wird demnach als positiv bewertet, wenn die Wachstumseigenschaften 
die Transaktivierung aller Reportergene widerspiegelt:  
 
•   Wachstum auf Histidin-defizientem und 3-AT-enthaltendem Medium, 
•   Wachstum auf Uracil-defizientem Medium, 
•   Expression der β-Galaktosidase und  
•   kein Wachstum auf Medium mit 0,2 % 5-FOA. 
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Die Plasmide der positiven Klone wurden aufgereinigt und in E.coli transformiert. 
Die transformierten Bakterien wurden auf Antibiotika-haltigen LB-Agar-Platten 
ausgesät und selektioniert. Bakterienklone wurden gepickt und in LB-Medium mit 
Antibiotikazusatz kultiviert, um das amplifizierte Plasmid anschließend 
aufzureinigen. Nach einem Restriktionsverdau mit Not I und Sal I wurde das 
Insert in einer PCR-Reaktion amplifiziert und mittels Plasmid-spezifischen 
Primern sowohl in sense- wie auch in antisense-Richtung innerhalb des Plasmids 
sequenziert. Hierbei wurde unter anderem eine cDNA-Sequenz gefunden, die 
nach einer Analyse im BLAST-Programm (Basic Local Alignment Search Tool) 
den Nukleotiden 1551-4101 der mRNA des menschlichen Notch-Homolgs 3 
(XM_009303) entspricht. Die Wahrscheinlichkeit der Übereinstimmung zwischen 
der gefundenen cDNA-Sequenz und Notch-3 betrug im Fall der sense-
Sequenzierung 95%, bei der antisense-Sequenzierung 99%.  
Mittels des Translate Tools der schweizerischen Internetseite 
http://www.expasy.ch/cgi-bin wurde die gefundene Nukleotidsequenz in die von 
ihr kodierten Aminosäuren umgeschrieben und ergab eine Proteinsequenz, die 
die Aminosäuren 494-1342 des Notch-3-Volllängenproteins umfasst. Abbildung 
15 gibt die Analogie zwischen dem im two hybrid-System gefundenen Klon und 
dem Volllängen-Protein Notch-3 auf Nukleotid- und Proteinebene wieder. Der 
untere Teil der Abbildung zeigt die Aminosäuresequenz des gefundenen Klons. 
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Abbildung 15: Darstellung des im two hybrid-System gefundenen Klons N3(EGF) 
(A) Nukleotid- bzw. Proteinstruktur    (B) Aminosäuresequenz 
 
Das Notch-3-Fragment umfasst 855 Aminosäuren und besitzt nach Berechnung 
des Peptide Mass-Programms (http://www.expasy.ch/cgi-bin) ein Molekular-
gewicht von rund 89 kDa.   
Eine Analyse der ermittelten Aminosäuresequenz von N3(EGF) mit dem NiceProt 
View-Programm (http://www.expasy.ch/cgi-bin), anhand dessen funktionelle 
Bereiche innerhalb der Primärstruktur eines Proteins zugewiesen werden, ergab, 
dass der gefundene Klon die extrazellulär gelegenen EGF-Domänen 13-33 des 
Notch-3-Volllängen-Proteins umfasst, weshalb die Bezeichnung N3(EGF) für den 
gefundenen Klon gewählt wurde.   
 
3.3 Generierung eines Expressionsplasmids für N3(EGF) mit der Gateway 
 Cloning-Technologie  
 
Der im two hybrid-System verwendete Opfervektor pMAB86 zählt zu den low 
copy-Vektoren. Er erhöht durch diese Eigenschaft die Spezifität und 
Reproduzierbarkeit des two hybrid screens. Für Transfektionsansätze in 
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humanen Zellen hingegen sind high copy-Vektoren deutlich besser geeignet, da 
sich mit ihrer Hilfe die gewünschten Proteine in einem weit höheren Maß 
überexprimieren lassen. Aus diesem Grund wurde mit Hilfe der Gateway 
Cloning-Technologie ein für eukaryote Zellen taugliches high copy-
Expressionsplasmid generiert, dessen Genprodukt mit dem Proteinabschnitt des 
Notch-3-Volllängenproteins [N3(EGF)] übereinstimmt, der im two hybrid-System 
mit YB-1 interagiert. Außerdem wurde das neu synthetisierte Expressionsplasmid 
mit einem C-terminal gelegenen HA-tag markiert.  
Mittels Sequenz-spezifischer Rekombination von DNA-Sequenzen (attachment 
sites) sowie bestimmten bakteriellen Proteinen, welche die 
Rekombinationsreaktion vermitteln, wurde die für N3(EGF) kodierende Sequenz 
aus dem two hybrid-Opfervektor pMAB86 zunächst in den Donorvektor 
pDONR207 eingebracht (BP-Reaktion). In einer zweiten Teilreaktion (LR-
Reaktion) wurde N3(EGF) in den Zielvektor pEVRF-HA kloniert. Eine detaillierte 
Beschreibung der beiden Teilreaktionen der Gateway Cloning Technologie ist 
in Kapitel 1.3 dieser Arbeit aufgeführt.  
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3.4 in vitro - Bestätigung der Interaktion von YB-1-GFP und N3(EGF) durch Ko- 
 Immunpräzipitation und Identifikation der für die Interaktion 
 verantwortlichen Proteindomäne von YB-1 
 
Um die im two hybrid-System gefundene Interaktion zwischen YB-1 und dem 
extrazellulären Fragment von Notch-3, N3(EGF), zu bestätigen, wurden Ko-
Immunpräzipitationsversuche mit GFP-markiertem YB-1 und HA-markiertem 
N3(EGF) in humanen embryonalen Nierenzellen (HEK293T) durchgeführt (Abb. 
16). Zunächst wurde die Expressionsfähigkeit des neu generierten Plasmids 
pDONR207-N3(EGF)-HA überprüft. YB-1-GFP- (Spur 1), N3(EGF)-HA- (Spur 2) 
bzw. YB-1-GFP- und N3(EGF)-HA-haltige (Spur 3) Zelllysate wurden mit einem 
gegen das HA-Epitop gerichteten, polyklonalen Antikörper immunpräzipitiert und 
anschließend im Western blot mit dem gleichen Antikörper detektiert. Die Spuren 
2 und 3 belegen, dass die Zellen N3(EGF)-HA sowohl im Einzel- wie auch im Ko-
Transfektionsansatz exprimieren (Pfeil a). Anschließend wurden mit den gleichen 
Zelllysaten Ko-Immunpräzipitationen mit einem monoklonalen anti-GFP-Antikörper 
und dem polyklonalen anti-HA-Antikörper durchgeführt. In den Spuren 4 bis 9 der 
Abbildung 16 sind die drei unterschiedlich transfizierten Zelllysate jeweils 
nebeneinander im Western blot dargestellt: in den Spuren 4, 6 und 8 der Input des 
jeweiligen Ansatzes (Immunpräzipitation mit dem anti-GFP-Antikörper, Western 
blot-Detektion mit dem anti-GFP-Antikörper) und in den Spuren 5, 7 und 9 die Ko-
Immunpräzipitation (Ko-Immunpräzipitation mit dem anti-HA-Antikörper, Western 
blot-Detektion mit dem anti-GFP-Antikörper). Wie in Spur 9 zu sehen ist, ko-
immunpräzipitiert N3(EGF)-HA GFP-markiertes YB-1 (Pfeil b).  Werden die beiden 
Proteine jeweils einzeln transfiziert, lässt sich kein YB-1-GFP ko-
immunpräzipitieren (Spuren 5 und 7).  
Die Ko-Immunpräzipitationsergebnisse bestätigen eine direkte in vitro-Interaktion 
zwischen YB-1-GFP und N3(EGF)-HA.  
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Abbildung 16: Interaktion von YB-1-GFP mit N3(EGF)-HA in vitro 
(A) Dargestellt ist die Proteinstruktur des Volllängen-Notch-3-Proteins. Darunter ist 
schematisch die Proteinstruktur des im two hybrid System gefundenen Klons N3(EGF) 
dargestellt, der im Rahmen der Umklonierung mit Hilfe der Gateway Cloning 
Technologie C-terminal mit einem HA-Tag versehen wurde.  
(B) HA-markiertes N3(EGF) und GFP bzw. YB-1-GFP wurde in HEK293T-Zellen ko-
exprimiert. Die Zelllysate wurden mit einem anti-HA-Antikörper immunpräzipitiert, mittels 
SDS-PAGE aufgetrennt und mit dem anti-HA-Antikörper detektiert (Spuren 1-3). Das 
exprimierte Protein N3(EGF) lässt sich in dieser Weise darstellen (Pfeil a in den Spuren 
2 und 3). Weiterhin wurden die Zelllysate jeweils mit einem anti-GFP- bzw. dem anti-HA-
Antikörper immunpräzipitiert und anschließend mit Hilfe des anti-GFP-Antikörpers 
dargestellt. In Spur 9 ist ko-immunpräzipitiertes YB-1-GFP zu sehen. Entsprechende 
Kontrollversuche, bei denen jeweils nur eines der beiden Proteine exprimiert wurde, 
waren negativ (Spuren 5 und 7). 
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In einem nächsten Schritt wurde die Proteindomäne von YB-1 eingegrenzt, die 
die Interaktion mit N3(EGF) vermittelt. Hierzu wurden unterschiedliche, GFP-
markierte Deletionskonstrukte von YB-1 (schematisch in Abb. 17A dargestellt) in 
HEK293T-Zellen zusammen mit N3(EGF)-HA ko-exprimiert. Die Ko-
Immunpräzipitationen wurden auch hier mit dem polyklonalen anti-HA-Antikörper 
durchgeführt. Im anschließenden Western blot wurden das YB-1-
Vollängenprotein (Pfeil a) bzw. die Deletionskonstrukte (Pfeile b, c und d) mit 
dem anti-GFP-Antikörper detektiert.  
Wie in Abbildung 17B zu sehen ist, lassen sich mit N3(EGF)-HA auch die 
Deletionskonstrukte von YB-1 ko-immunpräzipitieren, es finden sich allerdings 
Unterschiede in der Bandenintensität des ko-immunpräzipitierten Proteins. 
Demnach zeigt die Bande der Ko-Immunpräzipitation des mittleren YB-1-
Fragments (Aminosäuren 137-226, Pfeil c) eine vergleichbare Bandenstärke 
derjenigen des Vollängenproteins (Pfeil a), wohingegen die Bande des ko-
immunpräzipitierten C-terminalen YB-1-Teilstücks (Aminosäuren 264-314) relativ 
schwach ist.  
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der mittlere Bereich von YB-1 
wesentlich für die Interaktion mit dem Rezeptorprotein Notch-3 verantwortlich ist. 
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Abbildung 17: Identifikation der für die Interaktion mit Notch-3 verantwortlichen 
YB-1-Proteindomänen 
(A) Schematische Darstellung der verwendeten YB-1-GFP-Konstrukte mit Angabe der 
Aminosäuresequenzen. (B) Volllängen-YB-1 (YB-1-GFP, Wildtyp, wt) und trunkierte 
GFP-markierte YB-1-Proteine wurden auf eine Interaktion mit HA-markiertem N3(EGF) 
mittels Ko-Immunpräzipitation in HEK293T-Zelllysaten untersucht. Die exprimierten 
Proteine wurden in einer SDS-PAGE getrennt und mit  einem anti-GFP-Antikörper 
detektiert. 
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3.5 Nachweis der Interaktion zwischen YB-1-GFP und endogenem Notch-3  
 
Im Unterschied zu den vorausgegangenen Versuchen, bei denen nur ein 
extrazelluläres Teilstück des Notch-3-Rezeptors in den Zellen überexprimiert und 
auf seine Interaktion mit YB-1 hin untersucht wurde, sollte nun die Interaktion 
zwischen YB-1 und endogenem Notch-3 untersucht werden.  
Hierbei wurden zwei verschiedene Zelllinien verwendet, zum einen embryonale 
Nierenzellen (HEK293T) und zum anderen Osteosarkomzellen (SaOS-2). 
Letztere zeichnen sich durch eine konstitutive Expression der humanen Notch-
Homologe 1 und 2 aus, Notch-3 hingegen wird von SaOS-2-Zellen nicht 
exprimiert (Schnabel et al., 2002). Beide Zellarten wurden mit GFP-markiertem 
YB-1 transient transfiziert und die Zelllysate für Ko-Immunpräzipitationen mit 
Antikörpern gegen unterschiedliche Domänen von Notch-3 (Ak1 bis Ak3) 
inkubiert. Abbildung 18 gibt die Bindungsstellen der einzelnen Antikörper im 
Notch-3-Protein an. Ak1 bindet im Bereich der EGF-Domänen 17-21, die beiden 
Antikörper Ak2 bzw. Ak3 binden intrazellulär gelegene Proteinabschnitte. Um den 
Input der Ko-Immunpräzipitation zu bestimmen, wurden die Lysate jeweils auch 
mit einem monoklonalen anti-GFP-Antikörper immunpräzipitiert (Spur 1). 
In den HEK293T-Zellen lässt sich YB-1-GFP mit den beiden gegen intrazelluläre 
Notch-3-Epitope gerichteten Antikörpern ko-immunpräzipitieren (Spuren 3 und 4), 
nicht jedoch mit dem Antikörper Ak1 (Spur 2). In den Notch-3 defizienten 
Osteosarkomzellen zeigte sich eine in ihrer Intensität weitaus schwächere Ko-
Immunpräzipitationsbande.   
Versuchsansätze, bei denen in den gleichen Zelllinien in umgekehrter Richtung 
mit dem anti-GFP-Antikörpers endogenes Notch-3 ko-immunpräzipitiert werden 
sollte, brachten kein positives Ergebnis. Eine Erklärung könnte sein, dass der 
Bestand des endogenen Notch-3 in den HEK293T-Zellen zu gering ist, um nach 
einer Immunpräzipitation im Western blot dargestellt werden zu können. 
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Abbildung 18: Interaktion von YB-1-GFP mit endogenem Notch-3 
Dargestellt sind die Struktur des Vollängen-Notch-3-Proteins und die Bindungsstellen 
dreier Antikörper gegen unterschiedliche Notch-3-Epitope. Ak1 bindet im Bereich der 
EGF-Domänen 17-21, die beiden Antikörper Ak2 bzw. Ak3 binden innerhalb der 
intrazellulär gelegenen, C-terminalen Proteinabschnitte. HEK293T- bzw. SaOS-2-Zellen 
wurden mit YB-1-GFP transfiziert und die Zelllysate mit einem anti-GFP- bzw. den 
unterschiedlichen Notch-3-Antikörpern immunpräzipitiert. Die Zelllysate wurden nach 
Auftrennung in einer SDS-PAGE mit dem anti-GFP-Antikörper detektiert. In den Spuren 
3 und 4 ist im Fall der HEK293T-Zellen ko-immunpräzipitiertes YB-1-GFP zu erkennen. 
In den Notch-3 defizienten SaOS-2-Zellen lässt sich hingegen kein ko-
immunpräzipitiertes YB-1 nachweisen.  
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3.6 Ko-Lokalisationsstudien mittels konfokaler laser scanning Mikroskopie 
 
Nach der Bestätigung der im two hybrid-System gefundenen Interaktion von YB-
1 und Notch-3 durch Ko-Immunpräzipitationen wurde auf eine Kolokalisation der 
beiden Proteine nach extrazellulärer Zugabe von YB-1-GFP bzw. GFP hin  
untersucht. HK-2-Zellen wurden mit dem Notch-3-Vollängenprotein bzw. einem 
pCDNA3-Leervektor transfiziert und 48 Stunden nach Transfektion eine Stunde 
lang mit einem YB-1-GFP- bzw. GFP-haltigen Zelllysat zusammengebracht. 
Anschließend wurden die Zellen fixiert und mit einem polyklonalen Antikörper, 
der gegen ein extrazelluläres Notch-3-Epitop gerichtet ist (Ak1), sowie einem 
Rhodamin-konjugierten Sekundärantikörper für die indirekte Immunfluoreszenz 
gefärbt. In den Zellen, in denen Notch-3 überexprimiert wurde und die daraufhin 
mit YB-1-GFP beladen wurden, zeigte sich eine Kolokalisation beider Proteine im 
Bereich der Zellmembran, während eine solche Kolokalisation bei den Zellen, die 
mit pCDNA3 transfiziert wurden, nicht vorlag (Abb. 19).  
 
 
 
Abbildung 19: Ko-Lokalisation von YB-1 und Notch-3 an der Zellmembran 
Nach Überexpression von Notch-3 und einem pCDNA3-Leervektor in HK-2-Zellen 
wurden diese eine Stunde lang mit GFP- bzw. YB-1-GFP-haltigem Zelllysat inkubiert. 
Unter dem laser scanning-Mikroskop wurde die Fluoreszenz von GFP bzw. YB-1-GFP 
(grün; FITC-Filter) und Rhodamin-markiertem Notch-3 (Antikörper gegen eine 
extrazelluläre Notch-3-Domäne; Ak1; Rhodamin-Filter) detektiert. Extrazellulär 
zugefügtes YB-1-GFP ko-lokalisiert mit Notch-3 an der Zellmembran.   
 
 
Transfektion 
 
pCDNA3 
 
 
 
 
 
Notch-3 
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  3.7 Hinweise auf eine extrazelluläre Lokalisation von YB-1  
 
YB-1 wurde bisher vor allem als regulierender Faktor der Gentranskription und 
mRNA-Translation beschrieben (siehe Review: Kohno et al., 2003); 
funktionsabhängig findet sich YB-1 hierbei entweder im Zytoplasma oder im 
Zellkern. In dem dieser Arbeit vorausgegangenen two hybrid-System wurde 
neben einer Vielzahl extrazellulärer Matrixproteine das Rezeptorprotein Notch-3 
als Interaktionspartner für YB-1 gefunden. Eine eingehende Analyse der für die 
Interaktion notwendigen Domänen innerhalb der Notch-3-Struktur ergab, dass 
YB-1 im Bereich der extrazellulären EGF-Domänen von Notch-3 bindet. Es 
stellte sich die Frage, ob YB-1 physiologischerweise auch extrazellulär vorliegt 
und durch Bindung an die EGF-Domänen des Notch-3-Rezeptors die durch 
diesen vermittelte Signaltransduktion beeinflusst. Um zu überprüfen, ob YB-1 
als sezerniertes Protein im Überstand detektierbar ist, wurden Versuche an 
Mesangialzellen durchgeführt, die konditionell ein mit einem Hämagglutinin 
(HA)-tag-markiertes YB-1-Volllängenprotein exprimieren (Tet-Off-System). Der 
Hämagglutinin-tag ermöglicht es, eine Kreuzreaktion mit anderen 
Kälteschockproteinen im Western blot auszuschließen. Die Zellen wurden über 
1 bzw. 4 Stunden mit 20 ng/ml PDGF-BB stimuliert. Nach der Stimulation wurde 
der Überstand der Zellen abgenommen und sezernierte Mikrovesikel in 
sequenziellen Zentrifugationsschritten nach einem Protokoll von Mack et al. 
(2000) aufbereitet. Nach vierstündiger Stimulation mit PDGF-BB ließen sich im 
Sediment des präparierten Zellüberstandes das HA-YB-1-Volllängenprotein 
sowie zwei kleinere proteolytische YB-1-Fragmente (Abb. 20, Spur 6) in den 
Mikrovesikeln nachweisen. Stimulationsversuche mit weiteren Zytokinen (TGF-
β, IFN-γ) bzw. osmotischem Schock (Sorbitol) lieferten vergleichbare 
Ergebnisse. Im Zellüberstand von unstimulierten Mesangialzellen lag kein 
nachweisbares HA-YB-1 vor.  
 
Ergebnisse mit GFP-YB-1 transfizierten Zellen weisen ebenfalls auf eine 
Sekretion hin. Transient mit einem YB-1-GFP-Konstrukt transfizierte HK-2-
Zellen wurden 48 Stunden nach der Transfektion über einen Zeitraum von 4 
Stunden mit 20 ng/ml PDGF-BB stimuliert. In der laser scanning-Mikroskopie 
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zeigte sich eine überwiegend zytoplasmatische Fluoreszenz mit zahlreichen 
vesikulären Strukturen im Bereich der Zellmembran (Abb. 21). 
Zusammenfassend legen die Ergebnisse eine Zytokin-gesteuerte Sekretion von 
YB-1 in Mikrovesikeln nahe. 
 
 
 
Abbildung 20: Nachweis von HA-YB-1 in Mikrovesikeln nach Stimulation einer 
konditionell HA-YB-1 exprimierenden Mesangialzelllinie mit PDGF-BB 
 
Rattenmesangialzellen wurden stabil mit einem Plasmid transfiziert, das für ein HA-
getaggtes YB-1-Fusionsprotein kodiert (Tet-Off-System). Nach Stimulation der zu etwa 
70 % konfluent gewachsenen Zellen mit 20 ng/ml PDGF-BB über 1 bzw. 4 Stunden 
wurde das konditionierte Kulturmedium abgenommen und entsprechend dem im 
Methodenteil (s.Kapitel 2.2.6) beschriebenen Protokoll aufbereitet. Zunächst erfolgte 
eine Zentrifugation bei 500xg über 30 Minuten. Der gewonnene Überstand Ü1 wurde 
erneut zentrifugiert, bei 30 000xg für 30 Minuten, um den Überstand Ü2 und das Pellet P 
zu erhalten. Mittels SDS-PAGE wurden die Fraktionen Ü1, Ü2 und P auf die 
Anwesenheit von Volllängen-YB-1 bzw. seiner proteolytischen Fragmente getestet. Im 
Pellet P lassen sich nach 4stündiger PDGF-B-Stimulation YB-1 und zwei weitere YB-1-
Teilstücke nachweisen.   
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Abbildung 21: PDGF-BB-induzierte Sekretion von YB-1-GFP in Mikrovesikeln 
YB-1-GFP wurde in HK-2-Zellen exprimiert, die daraufhin über 4 Stunden mit 20 ng/ml 
PDGF-BB stimuliert wurden. Die Fluoreszenz des GFP-markierten YB-1 in der laser 
scanning-Mikroskopie zeigt ein zytoplasmatisches Verteilungsmuster, in den PDGF-BB-
stimulierten Zellen kommen außerdem membrannah gelegene mikrovesikuläre 
Strukturen zur Darstellung.  
 
 
Um weiterhin ein extrazelluläres Vorkommen von YB-1 zu bestätigen, erfolgte 
eine Aufarbeitung von Zellmembranproteinen nach Markierung der membran-
ständigen Proteine mit Biotin. 
HEK293T-Zellen wurden zunächst transient mit YB-1-GFP, GFP und dem Notch-
3-Volllängenprotein transfiziert und die Oberflächenproteine anschließend mit 
wasserlöslichem, nicht-membrangängigem Biotin markiert. Nach ausgiebigen 
Waschschritten erfolgte die Zelllyse und die gelösten Proteine wurden mit einem 
gegen GFP gerichteten, monoklonalen Antikörper bzw. einem unspezifischen 
Immunglobulin immunpräzipitiert und in der SDS-Gelektrophorese aufgetrennt. 
Im Western blot wurden die zuvor biotinylierten und somit membranständigen 
Proteine mit Streptavidin detektiert (Abb. 22). YB-1 ließ sich sowohl bei alleiniger 
Expression (Spur 1) als auch bei Ko-Expression mit Notch-3 (Spur 5) 
nachweisen. Die Frage, weshalb auch in nicht mit Notch-3 transfizierten Zellen 
YB-1 als membranständiges Protein im Western blot darstellbar ist, beantwortet 
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sich durch den endogenen Notch-3-Gehalt in HEK293T-Zellen (vgl. Abb. 13). Die 
dargestellten Daten sprechen dafür, dass YB-1 extrazellulär membrangebunden 
an HEK293T-Zellen vorliegt. 
  
 
 
 
 
Abbildung 22: YB-1 liegt als membrangebundenes Protein an der Zelloberfläche 
vor 
In HEK293T-Zellen wurde YB-1-GFP allein, GFP und Notch-3 bzw. YB-1-GFP und 
Notch-3 exprimiert. Es erfolgte eine extrazelluläre Markierung der Membranproteine mit 
Biotin. Anschließend wurden die Zellen lysiert und mit einem anti-GFP-Antikörper bzw. 
einem unspezifischen Immunglobulin (Ig) immunpräzipitiert. Die immunpräzipitierten 
Zelllysate wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt und mit einem anti-Streptavidin-
Antikörper detektiert. Dieser bindet spezifisch die biotinylierten und somit an der 
Zellmembran gebundenen Proteine. Sowohl in mit YB-1-GFP transfizierten (Spur 1)  wie 
auch in mit YB-1-GFP und Notch-3 ko-transfizierten Zellen (Spur 5) lässt sich YB-1 als 
extrazellulär membrangebundenes Protein nachweisen.  
 
 
3.8 Einfluss von YB-1 auf die Notch-vermittelte Signaltransduktion    
 
Um die funktionelle Bedeutung der Interaktion zwischen YB-1 und Notch-3 weiter 
aufzuklären, sollte der Einfluss von YB-1 auf die Aktivierung zweier bekannter 
Notch-Zielgene aus der Familie der HES-Transkriptionsfaktoren untersucht 
werden. In Reportergen-Analysen wurde die transkriptionelle Regulation der 
Luziferase-gekoppelten HES1- bzw. HES2-Promotoren in HK-2-Tubuluszellen 
und in humanen embryonalen Nierenzellen (HEK293T) getestet. Wie in 
Abbildung 23 dargestellt, kam es in beiden Zelllinien nach Überexpression von 
YB-1 zu einer Hochregulation der HES2-abhängigen Transkription, am ehesten 
über eine Aktivierung der endogen in den HEK293T-Zellen vorhandenen Notch-
3-Rezeptoren (HK-2: Faktor 2.0; HEK293T: Faktor 2.7), während die HES1-
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Promotor-abhängige Transkription nahezu unverändert blieb. Wurden YB-1 und 
Notch-3 gemeinsam in Zellen überexprimiert, ließ sich eine weitere Zunahme der 
HES2-Promotoraktivität nachweisen (Faktor 2.2 bzw. 3.1).  
 
 
 
Abbildung 23: Einfluss von YB-1 auf die Notch-3 vermittelte Aktivierung der HES-
Promotoren 
 
In HK-2-Zellen (A) bzw. in HEK293T-Zellen (B) wurden die mit einem Luziferase-
Reporter-Konstrukt gekoppelte HES1- bzw. HES2-Promotoren jeweils alleine und in 
Kombination mit Notch-3 bzw. YB-1 exprimiert. Es wurde die Veränderung der relativen 
Luziferaseaktivität in Abhängigkeit von Notch-3, YB-1 bzw. beider Proteine gemeinsam 
auf diejenige bei alleiniger Expression des HES1- bzw. HES2-Promotors bezogen. Die 
Daten wurden in Dreifachansätzen erhoben. Die Balken über den Säulen geben die 
Standardabweichungen an.   
 
 
Der gezeigte differenzielle Einfluss von YB-1 auf die Notch-Zielgene bestätigte 
sich auch bei einer Titration der YB-1-Plasmidkonzentration, bei der zunehmende 
YB-1-Konzentrationen mit den Luziferase-gekoppelten HES1- bzw. HES2-
Promotoren in HEK293T-Zellen exprimiert wurden. Bei diesem Versuchsansatz 
wurde kein Notch-3 überexprimiert, sondern es wurde die Aktivierbarkeit des 
endogenen Notch-3-Rezeptors getestet. Es zeigte sich, dass mit steigendem YB-
1-Gehalt auch die transkriptionelle Aktivität des HES-2-Promotors zunimmt, 
wohingegen sich beim HES1-Promotor kein Effekt zeigte (Abb. 24). 
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Abbildung 24: Effekt steigender YB-1-Konzentrationen auf die HES-Promotoren 
In HEK293T-Zellen wurde der mit einem Luziferase-Reporter-Konstrukt gekoppelte 
HES1- bzw. HES2-Promotor jeweils alleine und in Kombination mit steigenden YB-1-
Konzentrationen transfiziert. Gezeigt ist die Veränderung der relativen Luziferaseaktivität 
durch Zugabe von YB-1 bezogen auf die gemessene Luziferaseaktivität bei alleiniger 
Expression des HES1- bzw. HES2-Promotors. Es wurden jeweils Dreifachansätze in 6-
Lochplatten durchgeführt. Die Balken über den Säulen geben die 
Standardabweichungen an.   
 
 
 
Die dargestellten funtionellen Reporterassays lassen einen Effekt von YB-1 auf 
die Notch-vermittelte Signaltransduktion erkennen. Inwiefern dieser Einfluss 
durch eine Bindung von YB-1 an die extrazellulären Rezeptordomänen von 
Notch-3 oder durch intrazelluläre Modulation des Notch-Signalweges zustande 
kommt, ist aufgrund des Versuchsaufbaus nicht unterscheidbar. Die oben 
gezeigte physikalische Interaktion zwischen YB-1 und den extrazellulär 
lokalisierten EGF-Domänen von Notch-3 unterstützt die erstgenannte Hypothese. 
Um dieser Frage weiter nachzugehen, wurden Stimulationsversuche mit PDGF-
BB durchgeführt, die zu der oben gezeigten Sekretion von YB-1 führen (Abb. 25). 
  
Stabil Notch-3 exprimierende HEK293-Zellen (HEK293-N3) wurden mit GFP 
bzw. GFP-markiertem YB-1 und dem HES-2-Reporterkonstrukt ko-transfiziert 
und durch Zugabe von PDGF-BB (20 ng/ml) über 4 Stunden zur YB-1-Sekretion 
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angeregt. Es zeigte sich bereits in unstimulierten Zellen, in denen YB-1-GFP 
exprimiert wurde, eine Aktivierung des HES2-Promotors (Faktor 2,0), die durch 
Zugabe von PDGF-BB zum Kulturmedium noch weiter steigerbar war (Faktor 
5,7). Dieselbe Konzentration hatte auch in den oben beschriebenen 
Stimulationsversuchen zu einem Nachweis von sezerniertem YB-1 im 
Zellüberstand geführt.  
Um sicherzustellen, dass die gezeigte transkriptionelle Regulation tatsächlich 
über die Notch-Signaltransduktion abläuft, erfolgten Kontrollansätze mit dem γ-
Sekretasehemmer XVIII (Compound E), der über einen Zeitraum von 4 Stunden 
dem Kulturmedium zugegeben wurden. Compound E hemmt die S3-Spaltung 
innerhalb der Notch-Rezeptoren durch die Presenilin-abhängige γ-Sekretase. Die 
S3-Spaltung führt nach extrazellulärer Ligandenbindung zur proteoloytischen 
Spaltung des intrazellulären Rezeptorabschnitts und zur Generierung der für die 
Genregulation wichtigen ICN3-Domäne. Hierüber erfolgt die Aktivierung des 
Notch signalings. Beide eingesetzten Compound E-Konzentrationen (0,02 µM 
bzw. 1,0 µM) führten zu einer deutlichen Abnahme der HES2-Promotoraktivität. 
Diese Beobachtungen lassen auf eine Notch-vermittelte Regulation des HES2-
Promotors schließen. Durch den γ-Sekretaseinhibitor Compound E lässt sich der 
durch YB-1 hervorgerufene Effekt auf den HES2-Promotor aufheben.  
 
Im Zellkulturüberstand der mit YB-1-GFP transfizierten Zellen ließ sich mit einem 
anti-GFP-Antikörper ein etwa 32 kDa großes Fragment detektieren, welches in 
allein mit GFP transfizierten Zellen nicht nachweisbar war. Die Bandenintensität 
war in den PDGF-BB-stimulierten Zellen sogar noch stärker, was auf einen 
gößeren Gehalt dieses Proteinfragments im Zellüberstand schließen lässt. 
HIernei handelt es sich um ein etwa 5 kDa großes, C-terminales Fragment von 
YB-1, da das grün-fluoreszierende Protein etwa 27 kDa groß ist und die GFP-
Markierung des Konstruktes C-terminal gelegen ist. Das Volllängen-YB-1 ließ 
sich in keinem der Fälle im Überstand nachweisen, so dass von einem 
Spaltprozess innerhalb der Proteinstruktur von YB-1 auszugehen ist. Wo 
innerhalb des Proteins eine solche Spaltung stattfindet bzw. ob diese Proteolyse 
innerhalb oder außerhalb der Zelle stattfindet, konnte aus diesen Daten noch 
nicht genau abgeleitet werden.  
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Ein weiterer Ansatz, der einen extrazellulären Effekt von YB-1 auf das 
downstream signaling der Notch-Rezeptoren demonstriert, ist in Abbildung 25C 
dargestellt. In HEK293-N3-Zellen wurde das HES2-Reporterkonstrukt 
eingebracht. Anschließend wurden diese Zellen über 24 Stunden mit einem 
konditionierten Kulturmedium von HEK293T-Zellen inkubiert, die vorab mit GFP 
bzw. YB-1-GFP transfiziert und über 4 Stunden mit PDGF-BB (20 ng/ml) 
stimuliert worden waren. Es kam zu einer etwa 1,5-fachen Steigerung der HES2-
Promotoraktivität, wenn die Zellen mit dem konditionierten Medium der YB-1-
GFP-exprimierenden Zellen inkubiert wurden im Vergleich zu Medium von GFP 
exprimierenden HEK293T-Zellen. 
Beide Versuchsanätze unterstreichen, dass YB-1 im Extrazellulärraum den 
Notch-3-Signaltransduktionswegs moduliert.     
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Abbildung 25: Einfluss von sezerniertem YB-1 auf die HES2-Aktivierung 
 
(A) In HEK293-Zellen, die stabil den Notch-3 Rezeptor exprimieren (HEK293-N3), 
wurden das HES2-Luziferase-Konstrukt und der GFP-Vektor bzw. YB-1-GFP 
eingebracht. Zum Teil wurde das Kulturmedium über 4 Stunden mit PDGF-BB (20 ng/ml) 
bzw. dem γ-Sekretaseinhibitor Compound E (Cpd E) in den angebenen Konzentrationen 
versetzt, bevor die Zelllyse erfolgte und eine Luziferase-Messung durchgeführt wurde. 
Das Zellkulturmedium wurde  vorab asserviert, die darin enthaltenen Proteine einer 
Trichloressigsäure-Fällung zugeführt und in einer Western Blot-Analyse auf das 
Vorhandensein von GFP-markiertem YB-1 bzw. dessen proteolytische Spaltprodukte hin 
untersucht (B).   
(C) HEK293T-Zellen wurden mit dem GFP-Vektor bzw. mit YB-1-GFP tranfiziert und das 
Kulturmedium nach 48 Stunden abgenommen, die Zellen selbst  wurden nicht weiter 
verwandt. In einem zweiten Schritt wurde in HEK293-N3-Zellen das HES2-Luziferase-
Konstrukt exprimiert. 24 Stunden nach der Transfektion wurde das Kulturmedium 
abgenommen und für 24 weitere Stunden durch das Medium der zuvor mit GFP bzw. 
YB-1-GFP transfizierten Zellen (konditioniertes Medium) ersetzt. Anschließend erfolgte 
die Luziferase-Messung. Es wurden jeweils Dreifachansätze in 6-Lochplatten durch-
geführt. Die Balken über den Säulen geben die Standardabweichungen an. 
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 YB-1 als Modulator des Jagged-induzierten Notch-3-Signalwegs 
 
Bislang sind für die Notch-Rezeptoren in unterschiedlichen Spezies Liganden 
identifiziert worden, die sich in zwei Subtypen einteilen lassen: die Familie der 
Delta- und die der Serrate/Jagged-Proteine (vgl. Tab. 3). Die Liganden stellen 
wie die Rezeptoren selbst transmembranäre Proteine dar, die in der 
Zellmembran verankert sind. In ihrem extrazellulären Abschnitt befindet sich eine 
Vielzahl von EGF-Domänen, die an der Interaktion mit den Rezeptoren 
teilnehmen. Sowohl in ihrer membranständigen wie auch in der löslichen Form 
sind die bekannten Liganden in der Lage, die Notch-vermittelte 
Signaltransduktion zu modulieren. Verschiedene Untersuchungen, insbesondere 
anhand von Kokultur-Ansätzen mit Liganden- und Rezeptor-exprimierenden 
Zellen, charakterisieren den Einfluss einzelner Liganden-Subtypen auf einzelne 
Notch-Isoformen (vgl. Karlström et al., 2002).  
Ausgehend von der Vorstellung einer Zytokin-vermittelten Sekretion von YB-1 ist 
ein Modell denkbar, in dem YB-1 als ko-stimulatorisches Protein die Interaktion 
zwischen Liganden und Rezeptoren im Extrazellularraum beeinflusst. Um dies zu 
testen, führten wir zunächst Ko-Lokalisationsstudien mittels konfokaler laser 
scanning Mikroskopie durch (Abb. 26). Humane Tubuluszellen (HK-2) mit 
Expression des Notch-Ligand Jagged oder dem pCDNA3-Leervektor wurden 
über 24 Stunden mit HK-2-Zellen ko-kultiviert, in die zuvor Notch-3 transient 
eingebracht wurde. In den Ansätzen (C) und (D) wurde dem Medium während 
der Kokultur zusätzlich rekombinant hergestelltes YB-1 in einer Konzentration 
von 50 ng/ml zugefügt. Besondere Aufmerksamkeit galt bei diesem Ansatz der 
Lokalisation des intrazellulären Rezeptorabschnitts von Notch-3. Die 
Visualisierung dieser Domäne erfolgte mit einem polyklonalen Notch-3-Antikörper 
Ak2 (BC4), der am intrazellulären Abschnitt des Rezeptors bindet. Abhängig vom 
Aktivierungszustand des Rezeptors ist eine membranständige, eine 
zytoplasmatische oder eine nukleäre Lokalisation vorstellbar. Daher erfolgte vor 
der Fixierung der Zellen in Paraformaldehyd eine Anfärbung des Zytoskeletts mit 
Phalloidin und eine Anfärbung der Zellkerne mit DAPI (4’-6’-Diamidino-2-
phenylindol). DAPI komplexiert doppelsträngige DNA und eignet sich daher 
besonders gut zur Darstellung nukleärer Strukturen. 
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Wurden Notch-3-überexprimierende Zellen mit Jagged-tragenden Zellen ko-
kultiviert, zeigte sich eine zytoplasmatisch-nukleäre Anfärbbarkeit des 
intrazellulären Rezeptorabschnitts (B), wohingegen bei der Inkubation von Notch-
3-tragenden Zellen mit Kontrollzellen (A) Notch-3 vornehmlich an der Membran 
zur Darstellung kam. Notch-3 liegt im letzteren Fall nach der gängigen 
Vorstellung als heterodimeres Rezeptorprotein in nicht-aktivierter Form vor. Erst 
nach Interaktion mit einem Liganden – hier: Jagged – kommt es zur Dissoziation 
des Rezeptors mit nachfolgender Translokation des intrazellulären 
Proteinabschnitts  in Richtung Zytoplasma/Kern. Ein ähnliches Bild ergab sich bei 
der Ko-Kultivierung von Kontrollzellen mit Notch-3-tragenden Zellen, bei der 
extrazelluläres YB-1 zugegeben wurde. Auch hier fand sich Notch-3 im 
Zytoplasma und im Kern. Es lässt sich schlussfolgern, dass die extrazelluläre 
Zugabe von YB-1 zu einer gleichartigen Veränderung der Lokalisation und damit 
Aktivierung von Notch-3 führt wie der bekannte Aktivierungsmechanismus über 
Jagged. Die Kombination aus Jagged-tragenden und Notch-3-tragenden Zellen 
sowie extrazellulärem YB-1 führte zu einer Anfärbbarkeit des intrazellulären 
Notch-3-Rezeptorabschnitts fast ausschließlich im Zellkern. Diese Ergebnisse 
legen einen potenzierenden YB-1-Effekt auf das Jagged-vermittelte signaling 
nahe, demzufolge es zu einer Translokalisation von Notch-3 vom Zytoplasma in 
den Kern kommt, wo es seine regulatorische Funktion bei der Regulation 
bestimmter Zielgene wahrnehmen kann.                   
Wurde zudem noch während der Kokultur der γ-Sekretaseinhibitor Compound E 
(1 µM) eingesetzt, blieb Notch-3 in seiner inaktiven Form membranständig 
anfärbbar (D, unteres Bild). Weder YB-1 noch Jagged bewirkten eine Aktivierung 
des Rezeptors, da die S3-Spaltung wirksam gehemmt wurde.   
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Abbildung 26: Kolokalisationsstudien von YB-1 und Notch-3 mittels indirekter 
Immunfluoreszenz  
In HK-2-Zellen wurde GFP, YB-1-GFP bzw. Notch-3 überexprimiert. Zum Teil wurde das 
Kulturmedium unmittelbar nach der Transfektion mit rekombinantem YB-1-Protein 
(Konz.: 50 ng/ml) und/oder dem γ-Sekretasehemmer Compound E (Konz.: 1 µM) 
versetzt. Vor der Fixierung der Zellen erfolgte eine Anfärbung des Zytoplasmas mit 
Phalloidin (grün, FITC-Filter) und eine Kernfärbung mit DAPI (blau, DAPI-Filter). Die 
Lokalisationsstudien wurden in der konfokalen laser scanning Mikroskopie durchgeführt.  
  103 
 
Diese Ergebnisse lassen auf eine YB-1-abhängige Regulation des Notch-
Signalweges schließen, jedoch ist sowohl eine extrazelluläre Bindung an den 
Rezeptor wie auch eine intrazelluläre Interaktion mit dem Signalweg denkbar.  
 
Um hinsichtlich eines extrazellulär-modulierenden Einflusses von YB-1 weiter 
Klarheit zu gewinnen, wurde in Anlehnung an das Protokoll von Karlström et al. 
(2002) eine Kokultur zwischen Liganden-tragenden Maus-3T3-Zellen (3T3-
Jagged) und HEK293-N3-Zellen durchgeführt. Die Aktivierung des Notch-
Signalwegs wurde anhand des Luziferase-gekoppelten HES2-
Promotorkonstruktes bestimmt, welches zuvor transient in die HEK293-N3-Zellen 
eingebracht wurde. Als Kontrollzellen dienten 3T3-Zellen, in die nur ein 
Leervektor eingebracht wurde (Abb. 27A). Die Kokultivierung der Liganden- und 
Rezeptor-tragenden Zellen (Abb. 27B) erfolgte für 24 Stunden und unter 
Inkubation mit konditioniertem Medium, welches von zuvor mit GFP- bzw. YB-1-
GFP transfizierten und durch PDGF-BB zur Sekretion stimulierten HEK293T-
Zellen asserviert worden war. Es zeigte sich - wie erwartet - eine Aktivierung des 
HES2-Reporterkonstruktes in den HEK293-N3-Zellen in der Kokultur mit Jagged-
tragenden Zellen. Das Ausmaß der Stimulation war vergleichbar dem anderer 
Arbeitsgruppen (Faktor 1,9; Karlström et al., 2002). Die Promotor-Aktivität nahm 
hingegen deutlich ab, wenn die Kokultur in Anwesenheit von YB-1-GFP-
konditioniertem Medium durchgeführt wurde.  
Dieser Versuchsansatz weist auf einen repressiven Effekt von YB-1 auf die 
Jagged-induzierte Aktivierung des Notch-3-Rezeptors hin. Entsprechende 
Kontrollansätze mit 3T3-Zellen, die keine Ligandenüberexpression aufwiesen, 
zeigten keinen Einfluss auf den HES2-Promotor. 
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Abbildung 27: Einfluss von extrazellulärem YB-1 auf die Jagged/Notch-3-induzierte 
Aktivierung des HES2-Promotors in einem Kokulturansatz 
 
In HEK293-N3-Zellen wurde das HES2-Luziferase-Konstrukt eingebracht. Die HEK293-
N3-Zellen wurden entweder mit nativen 3T3-Zellen (A) oder mit Jagged-exprimierenden 
3T3-Zellen (B) kokultiviert. Die 24-stündige Kokultivierung erfolgte in konditioniertem 
Medium, welches von HEK293T-Zellen asserviert wurde, die zuvor mit GFP bzw. YB-1-
GFP transfiziert und mit PDGF-BB behandelt worden waren. Die Luziferaseaktivität des 
HES2-Promotors wurde als Maß für die Regulation bestimmt (C). Es erfolgten jeweils 
Dreifachansätze in 6-Lochplatten. Die Balken geben die Standardabweichungen an. 
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4 D i s k u s s i o n  
 
 
Dem Y-box-bindenden Protein-1 (YB-1) kommt eine herausragende Rolle bei 
einer Vielzahl zellulärer Funktionen wie Proliferation, DNA-Reparatur, 
zytoplasmatischem Transport und Stress-Antwort auf extrazelluläre Einflüsse zu. 
Die beschriebenen Funktionen betreffen vor allem die Transkription, Translation 
sowie das Spleißen von prä-mRNA. Hierbei sind unterschiedliche subzelluläre 
Lokalisationen von YB-1 beobachtet worden. Beispielsweise führen Hyperthermie 
oder UV-Bestrahlung zu einem Stress-induzierten „shift“ des Proteins vom 
Zytoplasma, wo unter normalen Bedingungen etwa 90% des YB-1-Gehalts der 
Zelle vorliegen, in den Zellkern (Koike et al., 1997; Stein et al., 2001). Raffetseder 
et al. konnten zeigen, dass YB-1 mit dem Spleißfaktor SRp30c interagiert und 
eine Überexpression von SRp30c ebenfalls zu einer Translokation in den Kern 
führt (2003). In menschlichen Kolonkarzinom-Zellen, die sich durch eine Vielfach-
Resistenz gegenüber mehreren Chemotherapeutika („multi-drug resistance“) 
auszeichnen, findet man YB-1 vornehmlich im Zellkern, was wiederum mit einer 
vermehrten Expression des multi-drug resistance-Proteins-1 (mdr-1) einhergeht 
(Shibao et al., 1999). Ähnliches konnte für nicht-kleinzellige Formen des  
Bronchialkarzinoms, Ovarial-, Prostata- sowie für Mammakarzinome gezeigt 
werden (Shibahara et al., 2001; Yahata et al., 2002; Gimene-Bonafe, 2004; Janz 
et al., 2002)  Bislang gibt es in der Literatur keine Beschreibung einer Sekretion 
von YB-1 in den Extrazellulärraum.  
Im Vorfeld dieser Arbeit wurde ein Modellsystem etabliert, bei dem 
Mesangialzellen ein Hämagglutinin-getaggtes YB-1-Protein konditionell 
exprimieren (so genanntes Tet-Off-System). Hierdurch war es möglich, eine 
Kreuzreaktion mit anderen Kälteschock-Proteinen im Western Blot 
auszuschließen. In den Überständen der über 4 Stunden mit PDGF-BB 
stimulierten Zellen ließen sich YB-1 sowie proteolytische YB-1-Fragmente im 
Kulturmedium detektieren. Im Zellüberstand von unstimulierten Mesangialzellen 
war kein YB-1 nachweisbar. PDGF-BB ist als Mitogen im Rahmen entzündlicher 
und proliferativer Prozesse wirksam. Ähnliche Stimulationsansätze mit weiteren 
Entzündungsmediatoren (TGF-β, IFN-γ), oxidativem oder osmotischem Stress 
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führten ebenfalls zu einer zeitabhängigen YB-1-Sekretion. Eine PDGF-BB-
induzierte Sekretion von YB-1 in Form von Mikrovesikeln wurde in der indirekten 
Immunfluoreszenz bestätigt. In Tubuluszellen ließ sich GFP-markiertes YB-1 in 
membran-assoziierten mikrovesikulären Strukturen visualisieren.  
Außerdem wurden Urinproben von Patienten mit IgA-Nephritis auf die 
Anwesenheit von YB-1 hin untersucht. Hier zeigte sich, dass bei Patienten mit 
prognostisch ungünstigen klinischen Verläufen (Proteinurie > 1 g/d und 
progredienter Verschlechterung der Nierenfunktion), nicht aber bei Patienten mit 
günstigen Verläufen (Proteinurie < 0,5g/d) YB-1 bzw. proteolytische 
Spaltprodukte des Volllängen-YB-1 im Western blot nachgewiesen wurden. Die in 
den Urinproben detektierten Fragmentgrößen (23, 30 und 52 kDa) entsprachen 
denen der im oben beschriebenen Tet-Off-System gefundenen Spaltprodukte. 
Der Nachweis anderer Transkriptionsfaktoren (AP1, AP2, NF-κB) gelang 
hingegen nicht, so dass der Schluss nahe liegt, dass YB-1 reguliert sezerniert 
wird und nicht als Folge einer unspezifischen Proteinfreisetzung durch Zelllyse im 
Urin vorliegt. Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse also auf eine 
differenziell regulierte YB-1-Sekretion hin. In zukünftigen Versuchen ist der 
Sekretionsmechanismus für YB-1 eingehend zu untersuchen. Denkbar ist eine 
Ausschleusung entweder über eine hydrophobe Signalsequenz auf dem 
klassischen oder aber auf einem alternativen Sekretionsweg (Kuchler, 1993). 
Ferner ist zu klären, ob die Proteolyse des Vollängen-YB-1 in der Zelle stattfindet 
und die Fragmente alle oder nur einzelne sezerniert werden, oder ob die 
Spaltungsprozesse im Extrazellulärraum ablaufen.  
 
In den vorgestellten Biotinylierungs-Versuchen wurde GFP-markiertes YB-1 als 
extrazellulär an die Zellmembran gebundenes Protein nachgewiesen. Bislang gibt 
es keine Hinweise, in welcher Form YB-1 an die Zellmembran bindet. Denkbar ist 
in diesem Zusammenhang die Interaktion mit einem membranständigen 
Rezeptor. In einem vorab durchgeführten two hybrid screen erfolgte eine 
systematische Untersuchung auf Protein-Protein-Interaktionspartner für YB-1. Die 
Expressionsbibliothek wurde mit der cDNA von immortalisierten Mesangialzellen 
hergestellt. Hierbei wurde ein Fragment des Rezeptorproteins Notch-3 als 
Interaktionspartner von YB-1 identifiziert. Als interagierende Sequenz wurden 
dessen extrazellulär lokalisierten EGF-Domänen 13-33 bestimmt. Darüber hinaus 
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fanden sich zahlreiche Interaktionspartner, die ebenfalls EGF-reich sind wie die 
latent TGF-β-bindenden Proteine 3 und 4, Fibrillin 1 und 2 und Agrin. Diese 
stellen potenzielle extrazelluläre oder membranständige YB-1-Interaktionspartner 
dar.  
Vor dem Hintergrund einer offenbar Zytokin-abhängigen YB-1-Sekretion eröffnen 
die im two hybrid screen gefundenen Interaktionspartner Möglichkeiten 
hinsichtlich bislang unbekannter Funktionen von YB-1 im Extrazellulärraum.  
 
Für einen anderen Transkriptionsfaktor, das high mobility group-1 box (HMGB-1) 
Protein, sind in verschiedenen Studien neben Funktionen in Kern und Zytoplasma 
auch extrazelluläre Funktionen aufgedeckt worden (Übersicht bei: Yang et al., 
2005). Dieses Protein ist an der Stabilisierung der Nukleosomen beteiligt und 
erleichtert die Transkription durch Aufbiegen der DNA. Als Antwort auf 
verschiedene pro-inflammatorische Stimuli (LPS, TNF-α, IL-1, IFN-γ) wird HMGB-
1 z.B. von Monozyten und Makrophagen aktiv sezerniert und spielt in diesem 
Zusammenhang eine wichtige, Zytokin-ähnliche Rolle in lokalen und sytemischen 
Entzündungsprozessen (Nickoloff et al., 2003). Als Rezeptoren für HMGB-1 
konnten unter anderem das transmembranäre Protein RAGE (receptor of 
advanced glycosylation endproducts) und die auf Immunzellen exprimierten Toll-
like-Rezeptoren identifiziert werden (Stern et al., 2002; Yu et al., 2004).  
  
Zur Bestätigung einer physikalischen Interaktion zwischen YB-1 und Notch-3 
führten wir Ko-Immunpräzipitationen in HEK293T-Zellen durch. Mit der 
extrazellulären Notch-3-Domäne N3(EGF) ließ sich GFP-markiertes YB-1 ko-
immunpräzipitieren. Ko-Immunpräzipitationsansätze mit ebenfalls GFP-markierten 
Deletionskonstrukten von YB-1 ergaben, dass der mittlere Proteinbereich von YB-
1 (Aminosäuren 137-226) essenziell für die Interaktion mit Notch-3 sind. 
Einschränkend ist anzumerken, dass die hier gezeigte Wechselwirkung zwischen 
YB-1 und dem „extrazellulären“ Notch-3-Abschnitt vermutlich im Zytoplasma der 
transfizierten Zellen stattfindet, da das eingesetzte N3(EGF)-Konstrukt über kein 
Signalpeptid verfügt und aus diesem Grund nicht ins endoplasmatische Retikulum 
transportiert werden kann, von wo aus es an die Zellmembran transloziert werden 
könnte. Somit unterstützen die gezeigten Ko-Immunpräzipitationsversuche zwar 
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die physikalische Interaktion beider Proteine, bestätigen jedoch noch nicht die 
Interaktion an der Zellmembran.  
Weiterhin wurde gezeigt, dass endogenes Notch-3 ebenfalls YB-1-GFP binden 
und ko-immunpräzipitieren kann. Als Negativkontrolle wurden Osteosarkom-Zellen 
(SaOS-2) verwendet, die kein Notch-3 exprimieren (Schnabel et al., 2002). Die 
gegen intrazelluläre Notch-3 Proteindomänen gerichteten Antikörpern Ak2 und Ak3 
ko-immunpräzipitieren YB-1 aus transfizierten HEK293T-, jedoch nicht aus SaOS-
2-Zellen. Der Notch-3-Antikörper Ak1, welcher den Rezeptor im Bereich der EGF-
Domänen bindet, ko-immunpräzipitiert YB-1 hingegen nicht. Eine denkbare 
Erklärung hierfür ist, dass YB-1 im Bereich der EGF-Domänen an den Rezeptor 
gebunden hat und somit ein „Andocken“ des Antikörpers Ak1 verhindert wird. Die 
durchgeführten Ko-Immunpräzipitationsansätze legen eine Protein-Protein-
Interaktion zwischen YB-1 und Notch-3 nahe, die im Bereich der extrazellulären 
EGF-Domänen von Notch-3 stattfindet. Inwieweit diese Interaktion spezifisch nur 
für das humane Notch-3 zutrifft, oder ob YB-1 möglicherweise auch mit anderen 
Notch-Isoformen interagiert, die ebenfalls eine große Zahl an EGF-Domänen in 
ihren extrazellulären Rezeptorabschnitten aufweisen, ist in weiteren 
Untersuchungen zu klären.  
Die Inkubation Notch-3-exprimierender Tubuluszellen mit YB-1-GFP-haltigem 
Kulturmedium führte in der konfokalen laser scannning Mikroskopie zu einer Ko-
Lokalisation beider Proteine an der Zellmembran.  
 
Die extrazellulären EGF-Domänen von Notch-3 beinhalten 6 hoch konservierte 
Cystein-Reste, die untereinander jeweils 3 Disulfidbrücken ausbilden. Von den 34 
EGF-Domänen innerhalb des Notch-3-Proteins sind die Domänen 10 und 11 für 
die Interaktion mit den bisher beschriebenen Liganden entscheidend (Peters et al., 
2004). Aus dem durchgeführten two hybrid screen geht hervor, dass die 
Interaktion mit YB-1 im Bereich der EGF-Domänen 13-33 von Notch-3 stattfindet. 
Diese Tatsache erklärt möglicherweise den bezüglich der Jagged-induzierten 
Aktivierung ko-stimulatorischen Effekt von YB-1 auf die Notch-3-
Signaltransduktion. In der konfokalen laser scanning Mikroskopie und in den 
funktionellen Reporteranalysen besitzt YB-1 offenbar einen potenzierenden 
Einfluss und führt zu einer Translokation des intrazellulären Notch-3-Abschnitts in 
den Zellkern und dort zu einer vermehrten Aktivierung des HES2-Promotors.    
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Die Bedeutung der EGF-Domänen des Notch-3-Rezeptors für eine 
Krankheitsentstehung wurde erstmals als Mutation in diesem Bereich bei einer 
autosomal-dominant erblichen, vaskulären Demenzerkrankung (CADASIL-
Syndrom) beschrieben. Charakteristischerweise akkumuliert der extrazelluläre 
Rezeptor- abschnitt bei Patienten, die an der CADASIL-Krankheit leiden an der 
Zellmembran zerebraler glatter Gefäßmuskelzellen (Joutel et al., 2000). Es ist eine 
Vielzahl von Mutationen beschrieben, die zur CADASIL-Erkrankung führen. Die 
meisten betreffen den Austausch einzelner Cystein-Reste. Es sind zwei 
Mutationen im Bereich der EGF-Domänen 13-33 charakterisiert, die für die 
Interaktion mit YB-1 verantwortlich sind (EGF-Domäne 13: C542Y-Mutation; EGF-
Domäne 26: R1006C-Mutation, Joutel et al., 2004). Der Tatsache, dass die 
meisten Cystein-Austausch-Mutationen in vitro ein unverändertes downstream 
signalling der Notch-Rezeptoren zur Folge haben, steht die klinische Beobachtung 
gegenüber, dass die betroffenen Patienten dennoch ein CADASIL-Syndrom 
entwickeln. Einmal mehr wirft dies die Frage eines zusätzlichen Ko-Stimulators in 
der Notch-Signaltransduktion auf.  
 
Obwohl die Familie der Notch-Rezeptoren in den vergangenen Jahren im Fokus 
zahlreicher Untersuchungen stand, ist speziell über die Rolle von Notch-3 wenig 
bekannt. Während der Embryogenese wird Notch-3 in einer Vielzahl von Geweben 
exprimiert. Notch-3-defiziente Mäuse sind lebensfähig, fruchtbar und entwickeln 
sich normal (Krebs et al., 2003; Kitamoto et al., 2005). Im Gegensatz dazu zeigen 
Mäuse mit Mutationen des Notch-1- oder Notch-2-Rezeptors eine früh-embryonale 
Sterblichkeit (McCright, 2001). Speziell in der Nierenentwicklung weisen die Notch-
Rezeptoren und -Liganden ein charakteristisches Expressionsmuster innerhalb der 
sich entwickelnden Nephrone auf (McCright, 2003; Chen und Al-Awqati, 2005). 
Während der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) kommt es unter 
anderem in renalen Tubuluszellen zu einer offenbar TGF-β-vermittelten Induktion 
der Jagged-1-Expression (Zavadil et al., 2004).  
Erst postnatal wird die Expression der Notch-Rezeptoren und Liganden herunter- 
gefahren, so dass diese in adulten Geweben nur noch in sehr geringem Ausmaß 
zu finden sind. Joutel et al. beschreiben eine Restriktion der Notch-3-Expression 
ausschließlich auf glatte Gefäßmuskelzellen adulter Gewebe (2000). Dem stehen 
die in dieser Arbeit gewonnen immunhistochemischen Ergebnisse einer Notch-3-
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Expression vornehmlich in Tubulus- und Sammelrohrzellen in gesunden 
Rattennieren gegenüber.     
Unter pathophysiologischen Bedingungen, z.B. beim remodelling verletzter 
Gefäße, kommt es zu einer Steigerung der Expression von Rezeptoren und 
Liganden (Linder et al., 2001; Nijar et al., 2002). In weiter führenden Versuchen 
könnte die Expression von Notch-3 in unterschiedlichen Krankheitsmodellen 
immunhistochemisch oder mittels Western Blot untersucht werden. Besonderes 
Augenmerk sollte hierbei auf entzündliche und proliferative Prozesse gelegt 
werden. Erst kürzlich konnte ein charakteristisches Expressionsmuster für YB-1 im 
zeitlichen Verlauf der Antikörper-induzierten Anti-Thy1.1-Nephritis, einem Modell 
für die mesangioproliferative Glomerulonephritis, gezeigt werden (van Royen et al., 
2005). Möglicherweise korreliert die Notch-3-Expression mit derjenigen von YB-1.  
 
Die funktionelle Bedeutung der Interaktion von YB-1 mit Notch-3 wurde in 
Reporterstudien untersucht, bei denen die Regulation der Notch-Zielgene HES1 
und HES2 in Tubuluszellen und HEK293T-Zellen getestet wurde. Nach 
Überexpression von YB-1 kommt es konzentrationsabhängig zu einer Aktivierung 
des HES2-Promotors, während HES1 unverändert bleibt.  
Die gezeigten Ergebnisse lassen auf eine YB-1-abhängige Regulation des Notch-
Signalweges schließen. Das in dieser Arbeit dargestellte Modell zum Einfluss von 
YB-1 auf den Notch-3-Rezeptor basiert auf der Vorstellung einer extrazellulären 
Modulation des Rezeptors durch YB-1 (Abb. 28).  
Reporterversuche in Zellen, in denen die YB-1-Sekretion durch Zugabe von 
PDGF-BB stimuliert wurde, führten zu einer Zunahme der HES2-Promotoraktivität 
und legen einen PDGF-BB-konzentrationsabhängigen Effekt der YB-1-Sekretion 
nahe. Die Zugabe eines γ-Sekretase-Inhibitors antagonisiert diesen Effekt 
zumindest teilweise, so dass von einer Notch-abhängigen Regulation der HES-
Transkription ausgegangen werden kann.  
Im Kulturüberstand dieser Zellen ließ sich - insbesondere nach PDGF-BB-
Stimulation - ein etwa 5 kDa großes, GFP-markiertes und somit am ehesten C-
terminal lokalisiertes Proteinfragment von YB-1 detektieren. Das Volllängen-YB-1 
war nicht nachweisbar. Aus dieser Beobachtung lassen sich verschiedene 
Schlussfolgerungen ableiten. Möglicherweise wird YB-1 als vollständiges Protein 
sezerniert und extrazellulär proteolytisch in zwei oder mehr Fragmente gespalten, 
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von denen sich mittels des anti-GFP-Antikörpers nur das am weitesten C-terminal 
gelegene Teilstück im Immunoblot nachweisen lässt. Weitere Spaltprodukte 
könnten mit anderen YB-1-Antikörpern detektierbar sein. Es ist jedoch auch 
möglich, dass die Proteolyse im Zytoplasma erfolgt und nur einzelne YB-1-
Fragmente in den Extrazellulärraum sezerniert werden.   
 
Die im Weiteren durchgeführten Kokultur-Ansätze mit Notch-Rezeptoren- und 
Liganden-überexprimierenden Zellen zeigten, dass YB-1 bzw. seine 
proteolytischen Spaltprodukte unter diesen Bedingungen ebenfalls die Notch-
Signaltransduktion beeinflussen. Die extrazelluläre Zugabe von YB-1-GFP-
konditioniertem Medium erbrachte hier eine Repression des aktivierenden Effekts 
des bekannten Liganden Jagged.  
 
Die funktionelle Relevanz der Interaktion zwischen YB-1 und Notch-3 gibt Raum 
für eine Vielzahl von Folgeuntersuchungen: In weiteren Kokultur-Versuchen ist 
der extrazellulär-modulierende Einfluss von YB-1, unter anderem im zeit- und 
konzentrationsabhängigen Verlauf, näher zu charakterisieren. Inwieweit das 
Volllängen-Protein oder auch die oben beschriebenen proteolytischen 
Spaltprodukte von YB-1 die Jagged/Notch/HES-Kaskade beeinflussen, wird über 
Reporterstudien aufklärbar, bei denen neben dem Volllängen-Protein auch 
Deletionskonstrukte von YB-1 überexprimiert werden. Es könnten außerdem 
unterschiedliche YB-1-Peptide generiert werden, die in funktionellen 
Kokulturversuchen eingesetzt werden.  
Neben der Familie der HES-Transkriptionsfaktoren sind andere Gruppen an 
Notch-Zielgenen bekannt (HES-related transcription factors, HRT, Hey-Proteine, 
Notch u.a.), deren Transkription möglicherweise ebenfalls über YB-1 beeinflusst 
wird.  
Hinsichtlich der Sekretion von YB-1 ist besonders auf eventuelle Unterschiede 
zwischen verschiedene Zelllinien, beispielsweise transformierte gegenüber nicht-
transformierten Zellen, zu achten. Als Negativkontrolle könnten Zellen zum 
Einsatz kommen, die durch small interfering RNA  eine konstitutiv reduzierte   YB-
1-Synthese und somit auch -Sekretion aufweisen.     
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Abbildung 28: Modellvorstellung zum Einfluss von YB-1 auf die Notch-vermittelte 
Signaltransduktion 
 
 
 
  113 
 
 
5 Z u s a m m e n f a s s u n g  
 
Neuere Studien legen eine Zytokin-abhängige Sekretion des Y-box bindenden 
Proteins-1 (YB-1) durch Mesangialzellen nahe. In der indirekten 
Immunfluoreszenz konnte in PDGF-BB-stimulierten Zellen GFP-markiertes YB-1 
in Vesikeln („bubbles“) nachgewiesen werden. Außerdem ergab die Oberflächen-
Biotinylierung von YB-1-GFP transfizierten Zellen, dass YB-1 als ein membran-
gebundenes Protein vorliegt. Bislang sind für YB-1 ausschließlich Funktionen im 
zytoplasmatischen und nukleären Kompartiment bekannt, extrazelluläre 
Funktionen sind nicht beschrieben. In einem two hybrid screen erfolgte eine 
systematische Untersuchung auf Protein-Interaktionspartner für YB-1. Hierbei 
konnte unter anderem die extrazelluäre Domäne des Rezeptorproteins Notch-3 
als potenzieller Partner identifiziert werden.  
Die über die Notch-Rezeptoren vermittelte Signaltransduktion spielt eine 
herausragende Rolle bei der Zelldifferenzierung, -proliferation und Apoptose. Die 
Aktivierung der Membran-ständigen Notch-Rezeptoren erfolgt nach Interaktion 
mit ebenfalls Membran-gebundenen Liganden der Delta- und Serrate/Jagged-
Familie, wodurch es innerhalb des Rezeptorproteins zu einer Spaltung kommt. 
Der intrazelluläre Rezeptorabschnitt transloziert in den Zellkern und reguliert hier 
die Transkription von Zielgenen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine 
Expression von Notch-3 in den Zellkulturlinien (HEK293T, HK2, humane 
Mesangialzellen) gezeigt. Immunhistochemische Färbungen ergaben eine Notch-
3-Expression durch Tubulus- und Sammelrohrzellen gesunder Rattennieren. Im 
zeitlichen Verlauf der mesangioproliferativen Glomerulonephritis (Anti-Thy1.1-
Nephritis) konnte ein vornehmlich mesangiales Expressionsmuster für Notch-3 
gezeigt werden, das zeitlich mit der YB-1-Expression korreliert.  
Ko-Immunpräzipitations-Versuche in HEK293T-Zellen bestätigten die Interaktion 
zwischen YB-1-GFP und den extrazellulären Notch-3-Domänen. Auch mit 
endogenem Notch-3 aus HEK293T-Zellen ließ sich YB-1-GFP ko-
immunpräzipitieren, nicht jedoch bei Notch-3-defizienten Osteosarkom-Zellen. Die 
konfokale laser scanning-Mikroskopie zeigte eine Ko-Lokalisation von YB-1 und 
Notch-3 an der Zellmembran. Bei der Ko-Kultur von Notch-3- sowie Jagged-
tragenden Zellen kam es zu einer Translokation des intrazellulären 
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Rezeptorabschnitts in den Zellkern, sobald dem Kulturmedium YB-1 zugegeben 
wurde.  
Die funktionelle Relevanz der YB-1/Notch-3-Interaktion wurde in 
Reportergenanalysen mit den Notch-Zielgenen der Hairy Enhancer of Split-
Familie (HES) aufgedeckt. Sezerniertes YB-1 führt in unterschiedlichen Zelllinien 
konzentrationsabhängig zu einer deutlichen Aktivierung des HES2-Promotors, 
wohingegen der HES1-Promotor unbeeinflusst bleibt. Dieser Effekt ist über eine 
Hemmung der Rezeptorspaltung antagonisierbar, was für eine Notch-vermittelte 
Aktivierung spricht. In der Kokultur mit Rezeptor- und Liganden-tragenden Zellen 
zeigte sich ein hemmender Effekt von YB-1 auf die Jagged-vermittelte Notch-3-
Aktivierung.  
Zusammenfassend wird in der vorliegenden Arbeit Notch-3 als Rezeptor für 
sezerniertes YB-1 identifiziert und ein extrazellulär-modulierender Effekt von YB-1 
auf die Notch-Signalkaskade nachgewiesen, der für die Zelldifferenzierung von 
großer Relevanz sein dürfte.        
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7 A n h a n g  
 
7.1  Abkürzungsverzeichnis 
 
AD Aktivierungsdomäne, die die Transkription initiiert 
Ak Antikörper 
Amp Ampicillin 
AP-2 Aktivierendes Protein-2 
APS Ammoniumpersulfat 
Aqua dest. Destilliertes Wasser 
ARM Arginin rich motif: Arginin-reiches Motiv 
att attachment sites: Klonierungsstellen in den Vektoren der Gateway Cloning 
Technologie 
Bp Basenpaare 
BSA Bovine serum albumine: Rinderalbumin 
Ca2+ Ionisiertes Calcium 
CaCl2 Calciumchlorid 
CADASIL Cerebral autosomal dominant arteriopathy with subcortical infarcts and 
leukenzephalopathy 
CBF C repeat / dehydration responsive element-binding factor: Transkriptionsfaktor, 
Element im Notch-Signaltransduktionsweg 
ccdB controlled cell death protein-B: kontrolliertes Zelltodprotein-B 
cDNA Komplementäre DNA 
CO2 Kohlendioxid 
CSD Cold shock Domäne: Kälteschockdomäne 
Csp Cold shock protein: Kälteschockprotein 
CTCF  multivalentes Zink-Finger Protein 
DAB Diaminobenzidin 
DB DNA-bindende Domäne 
DMEM Dulbeccos Modified Eagle Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonuclein acid: Desoxyribonukleinsäure 
DTT Dithiothreitol 
E.coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EGF Epidermal growth factor: Epidermaler Wachstumsfaktor 
FKS Fetales Kälberserum 
FITC Fluoreszierendes Isothiocyanat: Grüner Fluoreszenz-Farbstoff 
g Gramm  
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GFP Grün fluoreszierendes Protein 
HA Hämagglutin 
HBS HEPES-gepufferter Kochsalzpuffer 
HEK293T Humane embryonale Nierenzellen, die mit dem T-Zell Antigen des Affenvirus 40 
immortalisiert wurden. 
HeLa-Zellen Zellen von Henrietta Lacks: Immortalisierte Zelllinie aus Gebärmutterzellen 
HES Hairy Enhancer of Split: Repressor von Differenzierungsgenen 
HIV Humanes Immundefizienz-Virus 
HK-2 human kidney Zellen-2 (menschliche renale Tubuluszellen) 
HMGB high mobility group box: Hoch-mobile Gruppen-Box 
HSP Hitzeschockprotein 
HTLV Human T-cell lymphotropic virus type: humaner T-Zell lymphotropes Virus Typ  
IFNγ Interferon-gamma 
Ig Immunglobulin 
IgG1 Immunglobulin der Subklasse G1 
IL Interleukin 
Kan Kanamycin 
kb Kilobasen 
KCl Kaliumchlorid 
kDa Kilodalton 
LDH Laktatdehydrogenase 
MgCl2 Magnesiumchlorid 
MgSO4 Magnesiumsulfat 
MHC Major histocompability complex: Großer Histokompabilitätskomplex 
MMP Matrix-Metalloproteinase 
mRNA messenger-RNA 
N3(EGF) Teilstück des Notch-3-Volllängenproteins, welches sich über die nach extrazellulär 
gerichteten epidermal growth factor-Domänen 13-33 erstreckt 
NaCl Natriumchlorid 
NaOH Natronlauge 
NICD Notch intracellular domain: Intrazelluläre Notch-Domäne, die nach 
Rezeptoraktivierung in den Zellkern transloziert und die Transkription iniitiert. 
NLS nuclear localisation sequenz: nukleäre Lokalisierungssequenz 
PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung 
PBS-CM Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung mit Calcium- und Magnesiumchlorid 
PCR polymerase chain reaction: Polymerase-Ketten-Reaktion 
PDGF-B Platelet derived growth factor-B: Plättchen-Wachstumsfaktor-B 
RBP Recombination binding protein:  DNA-bindendes Protein, das der NICD die 
Genaktivierung von HES-Genen ermöglicht. 
RNA Ribonuclein acid: Ribonukleinsäure 
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RNase Ribonuklease 
RNP Ribonukleinprotein-Motiv 
rMC Ratten-Mesangialzellen 
rpm  rotations per minute: Rotationen pro Minute 
RPMI Roswell Park Memorial Institute 
RRM RNA recognition motif: RNA-Erkennungsmotiv 
RSV Rous-Sarkom-Virus 
RT-PCR Reverse Transkriptase-Polymerase-Ketten-Reaktion 
SDS Natriumlaurylsulfat 
SDS-PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese im Natriumlaurylsulfatgel 
SV40 Simian Virus 40 
TAE Puffer aus Tris, Eisessig-Säure und Ethylendiamintetraessigsäure   
TAQ Thermus aquaticus 
TE Puffer aus Tris und Ethylendiamintetraessigsäure 
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin 
Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol 
Tris-HCl Tris-(hydroxmethyl)-aminoethan 
TRITC Tetramethyl-Rhodamin-Isothiocyanat: Roter Fluoreszenz-Farbstoff 
TTBS Tris-gepufferte Salzlösung/Tween-20 
U/l Units/Liter: Einheiten/Liter 
v/v Volumen/volumen (Volumenprozent) 
w/v Gewicht/Volume (Gewichtprozent) 
xg Vielfaches der Erdbeschleunigung 
YB-1 Y-Box bindendes Protein-1  
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